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IDENTIFICACAO DE REGIOES CROMOSSOMICAS, GENES E
POLIMORFISMOS DE DNA ASSOCIADOS AO DESEMPENHO DE EQUINOS DE
CORRIDA DA RACA QUARTO DE MILHA

RESUMO - Dentre os equinos selecionados para velocidade, a linhagem de
corrida da raca Quarto de Milha se destaca pelo alto desempenho em provas de
curtas distancias, sendo considerados os mais velozes do mundo. Apesar de, no
Brasil, o efetivo de animais ser relativamente menor na linhagem de corrida do que
nas demais, sua importancia econdémica € substancial. Tendo em vista o interesse
econdmico e cientifico relacionado a esta caracteristica atlética, poucos esfor¢os
tém sido realizados para a maior compreensao de seus mecanismos genéticos e
fisioloégicos. Este trabalho teve como objetivos: 1) realizar a imputacdo de
genotipos em duas vias entre individuos de uma amostra populacional
relativamente pequena de cavalos de corrida da raca Quarto de Milha genotipados
com painéis de 54k ou de 65k, bem como avaliar a acuracia de imputagdo por meio
de simulacdes; 2) realizar estudo de associacdao ampla do genoma (GWAS) em
cavalos da linhagem de corrida da ragca Quarto de Milha por meio da utilizacdo de
chips equinos de genotipagem de SNPs, visando a prospeccado de regides
cromossOmicas, genes e polimorfismos relacionados ao desempenho; 3) analisar
exomas de equinos de corrida da raca Quarto de Milha contrastantes para indice
de Velocidade maximo (IV max) em regibes previamente associadas a
caracteristica por meio de GWAS, visando a prospeccédo de polimorfismos génicos
causais, ligados ou em forte desequilibrio de ligagdo com o desempenho em
corridas. A imputacdo foi realizada utilizando 116 cavalos genotipados com o
arranjo de SNPs de 54k e 233 genotipados com arranjo de 65k. Nas simulacdes
foram escolhidas amostras aleatorias para constituirem as populacées imputadas e
referéncias em dois cenarios. O cenario A simulou a imputacdo genoétipos na
primeira via (65k para 54k) e o cenario B na segunda (54k para 65k). No cenario A
foram considerados 113 individuos para a populacdo referéncia e 236 para a
imputada, dos quais 116 e 120 foram genotipados com os arranjos de 54k e 65k,
respectivamente. No cenario B foram considerados 50 individuos para a populacao
referéncia e 299 para a imputada, dos quais 66 e 233 foram genotipados com 0s
arranjos de 54k e 65k, respectivamente. Com isso, apds o controle de qualidade,
0s painéis de 54k e de 65k contaram com 7.048 e 16.940 marcadores exclusivos,
respectivamente. As médias de taxa de concordancia para os cenarios A e B foram
0,9815 e 0,9751 e para r? alélico foram 0,9791 e 0,9740, respectivamente. O
GWAS foi realizado com base no método single step GBLUP por meio de duas
abordagens: ssGWAS1, em que somente efeitos de SNPs séo reestimados a cada
iteracdo, e SSGWAS2, em que a cada iteracao sdo reestimados efeitos de SNPs a
partir de valores genético gendmico (GEBVs) reestimados. Vinte e uma regides
foram encontradas explicando mais que 1% da variancia genética total (gVar) da
caracteristica indice de velocidade maximo (IV max) para sSsGWASL1 e doze para



ssGWAS2. No total mais de 40% da gVar foi explicada por estas regibes para
SSGWASL e cerca de 30% para ssSGWAS2. Entre os cromossomos que explicaram
mais de 1% da variancia genética, cinco foram comuns aos dois métodos (ECA 3,
10, 15, 22, 25). Foram identificados 108 genes na primeira abordagem e 59 na
segunda. A partir de informacdes de GEBVs de cada cavalo foram formados dois
grupos de animais contrastantes para desempenho em corridas (20 animais de IV
max superior e 20 IV max inferior), para ser sequenciados. Foram observadas
leituras de boa qualidade para toda extensédo das reads sequenciadas (até 100pb)
e cobertura média de 43x. Foram identificadas 1.203 variantes (1.105 SNPs e 93
InDels) em 33 regides de interesse obtidas, anteriormente, por meio de estudo de
GWAS, das quais 61,3% nao estavam registradas/depositadas no banco de dados
de variantes equino. Do total de polimorfismos, 29 (24 SNPs e 5 InDels) foram
considerados de importancia com base em trés abordagens distintas e
independentes: escores SIFT classificado como deletério (<0,05), grau de impacto
na regido consenso de cada polimorfismo, e frequéncias alélicas diferentes,
identificadas pelo teste de Fisher (p< 0,01), entre os grupos de cavalos
contrastantes para IV max. Com isso, oito genes descritos como candidatos em
trabalhos anteriores (ABCG5, COL11Al1, GEN1, SOCS3, MICAL1, SPTBNL1,
EPB41L3 e SHQ1), e oito genes candidatos novos (AKNA, ARMC2, FKBP15,
LHX1, NOL10, TMEM192, ZFP37, FIG4 e HNRNPU) foram relacionados ao
desempenho em corridas de cavalos da raca Quarto de Milha. Assim, os resultados
obtidos neste trabalho mostraram que o desempenho em corridas na raca Quarto
de Milha, dado pelo IV max, € caracteristica quantitativa e que ndo ha ocorréncia
de major genes.

Palavras-chave: exoma, GWAS, Imputacdo de gendétipos, InDels, indice de
velocidade, SNPs



IDENTIFICATION OF CHROMOSOMAL REGIONS, GENES AND DNA
POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH PERFORMANCE OF QUARTER
HORSE RACE HORSES

ABSTRACT — Among horses selected for speed, the racing line of Quarter
Horses is characterized by high performance in sprint races, with these animals
being considered the fastest horses in the world. Although in Brazil the effective
number of animals in the racing line is relatively smaller compared to the other
lines, its economic importance is substantial. Despite economic and scientific
interest in this athletic trait, few efforts have been made to better understand the
genetic and physiological mechanisms underlying this trait. The objectives of this
study were: 1) to perform two-step genotype imputation between individuals in a
relatively small population sample of racing Quarter Horses genotyped with the 54k
or 65k panel, and to evaluate the accuracy of imputation through simulations; 2) to
perform genome-wide association studies (GWAS) in Quarter Horses of the racing
line using equine SNP genotyping chips for prospecting chromosome regions,
genes and polymorphisms related to performance; 3) analyze exomes and UTRS in
regions previously associated with this trait by GWAS in Quarter Horse racehorses
with contrasting maximum speed index (SImax), prospecting causal gene
polymorphisms that are related to or are in strong linkage disequilibrium with racing
performance. Genotypes were imputed using 116 horses genotyped with the 54k
SNP array and 233 animals genotyped with the 65k array. For the simulations,
random samples were chosen to compose the imputed and reference populations
in two scenarios. Scenario A simulated the genotype imputation in the first step
(from 65k to 54k) and scenario B in the second step (from 54k to 65k). Thus, after
quality control, the 54k and 65k panels contained 7,048 and 16,940 exclusive
markers, respectively. The mean concordance rate was 0.9815 and 0.9751 for
scenarios A and B, and the mean allelic r>was 0.9791 and 0.974, respectively. After
imputation was performed by the single-step GBLUP method using two
approaches: ssGWASL1 in which only SNP effects are recalculated at each iteration,
and ssGWAS2 in which SNP effects are recalculated from genomic estimated
breeding values (GEBVS) at each iteration. Twenty-one regions that explained more
than 1% of the total genetic variance (gVar) in the maximum speed index were
identified by ssGWAS1 and 12 by ssGWAS2. More than 40% of gVar was
explained by these regions in ssGWAS1 and about 30% in ssGWAS2. Among
chromosomes that explained more than 1% of genetic variance, five were common
to both methods (ECA 3, 10, 15, 22, 25). A total of 108 genes were identified with
the first approach and 59 with the second approach. To exome sequencing, GEBVs
were used for the formation of two groups of animals with contrasting racing
performance (20 animals with superior SI max and 20 with inferior SI max). Good
quality data were obtained throughout the reads sequenced, with an average
coverage of 43x. A total of 1,203 variants (1,105 SNPs and 93 InDels) were
identified in 33 regions of interest obtained previously by GWAS; of these, 61.3%



were not registered/deposited in the horse genomic variant database. Twenty-nine
of the polymorphisms (24 SNPs and 5 InDels) were considered to be important
based on three different and independent approaches: SIFT scores classified as
deleterious (<0.05), degree of impact on the consensus region of each
polymorphism, and different allele frequencies identified by Fisher’'s exact test (p<
0.01) between the groups of horses with contrasting Simax. Thus, eight genes
described as functional and positional candidates in previous studies (ABCGS5,
COL11A1, GEN1, SOCS3, MICAL1, SPTBN1, EPB41L3, and SHQ1) and eight new
candidate genes (AKNA, ARMC2, FKBP15, LHX1, NOL10, TMEM192, ZFP37,
FIG4, and HNRNPU), some of them with known function, were related to racing
performance in Quarter Horses. Taken together, the present results show that the
racing performance of Quarter Horses, given by the maximum speed index, is a
guantitative trait and that no major genes exist.

Keywords: Exome, GWAS, Imputation of genotypes, InDels, Speed Index, SNPs,



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

A raca Quarto de Milha foi a primeira a ser criada na América do Norte, a partir do
século XVII, com a entrada de equinos de origem arabe e turca, trazidos por colonizadores
europeus. O seu maior desenvolvimento ocorreu com a ocupagao do oeste Norte
Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e versateis (ABQM, 2016). No
século passado a raca foi intensamente difundida pelo mundo, sobretudo nas Américas,
chegando ao Brasil em 1955. Atualmente encontram-se dentro da raca trés segmentos
distintos, originados por diferentes objetivos de selecdo: as linhagens de corrida, de
trabalho e de conformacédo (ABQM, 2016). No Brasil destacam-se, em numeros, cavalos
da linhagem de trabalho, que séo utilizados tanto no campo quanto em provas funcionais.
Apesar do efetivo de animais ser relativamente menor na linhagem de corrida, sua
importancia econdmica é substancial.

Em 2015 o complexo da agroindustria do cavalo gerou renda de R$ 16,15 bilhdes
de reais no Brasil, dos quais R$ 6,63 bilhdes foram gerados a partir de cavalos destinados
a lazer e esporte (MAPA, 2015). Embora os equinos tenham grande impacto na economia
e sejam de grande interesse cientifico, pesquisas genéticas dedicadas ao melhoramento
de racas, evolvendo ou ndo a exploracdo de ferramentas moleculares, tem sido bastante
restritas quando comparados a espécies domésticas de producdo. Tal fato pode estar
relacionado a alguns fatores, como: 1) auséncia de programas consistentes de
melhoramento genético na espécie, a exemplo do que ocorrem com bovinos, aves e
suinos; 2) dificuldades em mensurar caracteristicas de desempenho, as quais podem ser
dadas por meio indireto ou pouco preciso; 3) altos custos de ensaios customizados
destinados a estudos gendmicos; e 4) tradicionalismo e, por conta disso, resisténcia de
associacdes e criadores a biotecnologias.

Na ultima década, plataformas de sequenciamento de nova geracdo tornaram-se
acessiveis, permitindo o sequenciamento e mapeamento de milhares de polimorfismos
espalhados por todo o genoma equino (WADE et al.,, 2009; DOAN et al., 2012), o que
levou ao desenvolvimento de painéis de genotipagem de SNPs em larga escala. Em sua
primeira versdo, a plataforma de genotipagem especifica para espécie equina, o Equine
SNP50 BeadChip da empresa lllumina (lllumina Inc., EUA), contava com cerca de 54.000
SNPs (54K). Atualmente, em sua segunda geracdo, o SNP chip equino (Equine SNP70
BeadChip; lllumina Inc., EUA) possui aproximadamente 65 mil SNPs (65K), dos quais 19
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mil sdo novos marcadores e 45 mil foram validados no Equine SNP50 BeadChip. A
imputacdo de gendtipos com base em informac¢es de desequilibrio de ligacdo (DL) entre
SNPs oferece potencial solu¢do para a resolucdo deste problema (HAYES et al., 2011;
SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014). A fim de melhorar a predicdo dos
resultados obtidos pelos estudos de associacdo e pela selecdo gendmica, diferentes
estratégias de imputacdo de gendtipos tém sido aplicados em dados gendémicos (HAYES
et al., 2011; SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014).

A relacdo causal entre polimorfismos genéticos dentro de uma espécie e as
diferengas fenotipicas observadas entre individuos é de fundamental interesse biologico
(KORTE; FARLOW, 2013) e, em muitas situacdes, econdmico. Segundo Sahana et al.
(2010), o principal propésito de estudos de associacdo ampla do genoma (Genome-Wide
Associations Studies — GWAS), os quais envolvem milhares de marcadores distribuidos ao
longo de todo o genoma, é identificar regies dos cromossomos que abrigam genes que
contribuem para a variacdo fenotipica de uma caracteristica, servindo, posteriormente,
como regides putativas de QTL (quantitative trait loci) para mais estudos. Estudos de
associacao entre polimorfimos de DNA e desempenho em corridas em cavalos tém sido
realizados na raca Puro-Sangue Inglés, tanto de forma pontual (GU et al., 2010; HILL et
al., 2010), quanto de forma ampla (SHIN et al.,, 2015). Entretanto, os resultados
encontrados por Pereira et al. (2016a,b) demonstraram que marcadores apropriados para
a raca inglesa nao servem para a identificacdo de animais superiores para desempenho
em corridas na raca Quarto de Milha.

Embora a utilizacéo de painéis de SNPs permita o estudo de todo o genoma, e, com
base no desequilibrio de ligacdo entre milhares de marcadores, apresente grande utilidade
na deteccdo de QTL, na selecdo genbmica, e em estudos evolutivos entre outros, ndo
geram informacdes adicionais de sequéncias de genes em regides associadas do genoma.
Deste modo, para refinamento de resultados, podem ser utilizadas outras estratégias.
Atualmente, os custos relacionados ao sequenciamento de regides gendmicas de tamanho
significativo, ou mesmo todo genoma (Whole Genome Sequencing — WGS) tem se tornado
baixos (LIU et al., 2012), possibilitando o uso de tecnologias de nova geracdo (Next
Generation Sequencing — NGS) para, dentre inUmeras possibilidades, refinamento de
experimentos que utilizam painéis de SNPs. O sequenciamento de todo o exoma (Whole
Exome Sequencing — WES) pode ser, do mesmo modo, empregado para esse proposito.
Com baixo custo essa abordagem permite a deteccdo de variantes genéticas (Single
Nucleotide Polymorphisms — SNPs, Insertions/Deletions — InDels e CNVs — Copy Number

Variation) ja mapeadas, ou de novo, em regides génicas, incluindo regides codificantes de



3

aminoacidos, além de 5’ e 3’ UTR de todo o genoma, o que pode ser Util por disponibilizar

dados extras para suprir mais de uma frente de pesquisa.

2. OBJETIVOS GERAIS

Considerando a falta de informacbes em relagdo ao potencial de utilizacdo da
selecdo assistida por marcadores em equinos, em especial no Quarto de Milha, raca de
grande importancia no Brasil, este trabalho teve como objetivos encontrar polimorfismos,
genes e regides gendmicas, que possam estar associados a diferengcas no desempenho

em corridas de equinos da raca Quarto de Milha.

2.1. Objetivos especificos

e Realizar imputacdo de gendtipos exclusivos entre amostras de Quarto de Milha
genotipadas com painéis de duas geracfes (54k e 65k) para obter o mesmo nimero
de marcadores para cada individuo.

e Realizar estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS) e caracteristica de
desempenho em cavalos Quarto de Milha de corrida utilizando painéis de arranjos
de SNPs.

e Analisar o exoma equino de cavalos Quarto de Milha dentro de regides de
interesse, as quais foram significativas pelo GWAS, visando a prospeccdo de
polimorfismos génicos responsaveis diretos (causais), ligados ou em forte
desequilibrio de ligacdo com locos génicos responsaveis por caracteristicas

determinantes para o melhor desempenho em corridas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Os equinos no Brasil e no mundo

Existem aproximadamente 58,9 milhdes de cavalos no mundo, maior parte vivendo
na América, Asia e alguns paises da Europa (FAO, 2014). Os Estados Unidos da América
€ 0 pais com maior nimero de cabecgas (10.260.000), seguido da China (6.027.400),
México (6.355.000) e Brasil (5.450.601) (GLIPHA, 2014). Deve-se destacar a reducdo da
populacdo de equinos na Asia, principalmente na China, de 8.914.000 de cabecas em
2000 para 6.027.400 em 2014 (GLIPHA, 2014), esta associada a migracao interna da
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populacdo humana, com menor utilizacdo dos equideos no transporte e agricultura e o
maior consumo de carne equina (ALMEIDA & SILVA, 2010). Por outro lado, nos Estados
Unidos houve aumento expressivo da populacdo de equinos, de 5.240.000 cabecas em
2000 para 10.260.000 cabecas em 2014 (GLIPHA, 2014), em parte devido as restricdes
legais internas ao abate e a exportacao de carne de equideos (ALMEIDA & SILVA, 2010).
No Brasil, no periodo de 2000 a 2014, o numero de equinos permaneceu praticamente
estavel, com pequenas oscilacdes (GLIPHA, 2014).

O complexo do agronegocio do cavalo no Brasil é bastante expressivo,
movimentando valor econdémico superior a R$ 16,15 bilhdes ao ano e gerando
aproximadamente 3,2 milhGes de empregos diretos e indiretos (MAPA, 2015). A utilizagcéo
de animais (aproximadamente 3,9 milhdes) no manejo de rebanhos bovinos vem sendo o
seguimento de maior destaque dentro do agronegdécio do cavalo no Brasil. Somando os
valores do custo de manutenc¢do, do valor anual da tropa e a renda associada a méao-de-
obra, verifica-se que o segmento de lida responde por R$ 8,58 bilhdes, cerca de 53% da
renda gerada no complexo do agronegocio do cavalo (MAPA, 2015). Esta intensa relacao
tem feito os cavalos acompanharem os bovinos em seu deslocamento para as regides
Centro-Oeste e Norte do Pais.

Embora a utilizacdo do cavalo no manejo de bovinos seja marcante no contexto da
equinocultura nacional, o seguimento que envolve 0s esportes equestres tem crescido
acentuadamente nos ultimos anos. Estima-se a existéncia de 1,1 milhdo de animais no
segmento de esportes e lazer, com 125.700 empregos diretos e movimentacdo econémica
de R$ 5,84 bilhdes (MAPA, 2015). No periodo de 1999 a 2004 o numero de eventos
envolvendo as diversas modalidades equestres (salto, adestramento, concurso completo
de equitacdo, enduro, competicbes de marcha, etc.) cresceu 315%, ou seja, aumento
médio de 15,3% ao ano (LIMA et al.,, 2006). O crescimento verificado nessa categoria
desde o estudo realizado por Lima et al. (2006), em que o plantel foi estimado em 800 mil
animais, foi de 37% (MAPA, 2015).

Além da utilizacdo do cavalo no campo e nas provas equestres, a tendéncia de sua
utilizacéo para lazer vem aumentando significativamente (MAPA, 2015). O cavalo também
€ utilizado na equoterapia, modalidade disponivel ha milhares de anos e, agora,
reconhecida como de grande eficacia para o tratamento de inUmeros males fisicos,
psiquicos e comportamentais.

De forma geral, de 2006 a 2015 o crescimento da renda total gerada pelo complexo
do agronegécio do cavalo foi de 115% (LIMA et al., 2006; MAPA, 2015). Esse resultado

positivo pode ser explicado por algo que tem sido tendéncia mundial na equinocultura, o
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forte crescimento da criacdo voltada para o publico urbano, tanto para o lazer quanto para
0 esporte. Sao segmentos que movimentam com maior intensidade desde a industria de
medicamentos e ferragens até cosmeéticos e acessorios. Junto com este consumidor,
cresce também o0 numero e tamanho dos eventos, como provas de tambor e baliza,

vaquejadas e tantos outros (MAPA, 2015).

3.2. Aracga Quarto de Milha

A raca Quarto de Milha foi a primeira a ser formada na América do Norte, a partir do
século XVII, com a introducdo de equinos de origem arabe e turca, trazidos por
colonizadores europeus. O seu maior desenvolvimento ocorreu com a ocupacao do oeste
Norte Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e versateis, com aptiddo a
sela e tracdo, visto a dificuldade de se manter plantel variado de animais para atender as
diversas necessidades (ABQM, 2016). Em 1940, fundou-se, nos Estados Unidos da
América, a American Quarter Horse Association (AQHA), primeira envolvendo a raca.
Atualmente, a AQHA é considerada a maior associacao de criadores do mundo, com cerca
de 400 mil s6cios e mais de cinco milhdes de cavalos registrados, divididos em 43 paises,
representando 52% dos equinos em todo o mundo (dados de até 31 de dezembro de
2011) (ABQM, 2016).

Em 1969 foi fundada a Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de
Milha (ABQM), a qual conta atualmente com plantel composto por 474.862 animais
registrados, 95.792 criadores, proprietarios e associados cadastrados distribuidos por
todos os estados brasileiros. No Brasil, a criacdo da raca apresenta impacto relevante no
agronegocio nacional do cavalo, visto que seus haras ocupam area de aproximadamente
um milhdo de hectares, estimados em mais de R$ 19,8 bilhdes (dados de até 13 de agosto
de 2015) (ABQM, 2016).

A selecéo para diferentes propostas na raca Quarto de Milha (EVANS, 1996), levou
a formacdo de linhagens, entre as quais as de: corrida, conformacdo e trabalho. A
linhagem de trabalho destina-se as provas de caréater funcional, explorando habilidades
como agilidade e obediéncia, caracteristicas consideradas de grande importancia no
manejo do gado a campo. Dentro desta linhagem sempre houve grande interesse na
producdo de cavalos com cow sense superior (ELLERSIECK et al., 1985). Cow sense, ou
habilidade de trabalhar com bovinos, 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). A linhagem de conformagé&o enfatiza
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a morfologia do padrao racial. A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais quanto
a velocidade em pistas retas e de curta distancia.

Destacadamente equinos desta raca tem melhor desempenho em corridas de
curtas distancias do que qualquer outra raca (ABQM, 2016), podendo alcancar velocidades
de até 88 km/h e percorrer, a partir de uma posicdo estética, ¥4 de milha (402 metros,
aproximadamente) em menos de 21 segundos (AMERICA’S HORSE DAILY, 2008). De
acordo com Meira et al. (2013), existem diferencas significativas entre as linhagens de
corrida e de trabalho da raca Quarto de Milha com relacéo as caracteristicas morfologicas
de peso, altura a cernelha, comprimentos corporal, da canela, da quartela, da garupa, da
cabeca, e do pescoco e perimetros toracico, da canela e do casco. Os autores observaram
gue animais de corrida apresentaram maiores pesos, alturas, comprimentos e perimetros
corporais em relacéo aos de trabalho.

Apesar do efetivo de animais ser relativamente menor na linhagem de corrida do
qgue nas demais linhagens, sua importancia econdémica € substancial, ndo somente por
gerar renda por meio de premiacfes e apostas (LIMA et al., 2006), mas também pelo
elevado custo gerado na manutencéo destes animais dentro desta modalidade esportiva.

O principal atributo de seleg&o utilizado pelos criadores do cavalo Quarto de Milha
de corrida € a pontuagio conhecida como indice de Velocidade (IV). Este indice € obtido
durante a campanha de um animal com o intuito de classificar o seu desempenho em
diferentes condi¢des (distancias, hipddromo, clima, pais) (EVANS, 1996). Cada hipédromo
tem sua prépria tabela de IV, que € elaborada a partir da média das trés vitérias mais
rapidas (trés melhores tempos) para cada um dos trés Gltimos anos consecutivos, em cada
distancia, sendo que o valor da média desses nove tempos equivalera ao IV igual a 100
(JCS, 2002). Os pontos de IV séo inteiros e variam de acordo com o tempo, ao nivel de
centésimos de segundo, seguindo ajustes em acordo com a distancia percorrida.

A tabela de IV (Tabela 1) faz a conversédo do tempo em pontos do IV com ajustes
pelas distancias. Como exemplo, nas distancias de 365 metros (m), 402m e 503m, a cada
guatro centésimos de segundo, a mais ou a menos, que um animal obtém, em relacéo ao
tempo que representa o indice de velocidade igual a 100, diminui-se ou acresce-se um
ponto neste indice. Assim, ao se considerar que a meédia das nove vitérias (IV =100) foi de
22 segundos para os 402m, o animal cujo tempo se situe entre 22,01 e 22,04 tera IV igual
a 99, se o tempo estiver entre 22,05 e 22,08 o IV sera 98, e assim por diante. Por outro
lado, se o tempo estiver entre 21,96 e 21,99 sera acrescido em um ponto, obtendo o IV
101, e os que tiverem tempo entre 21,92 e 21,95 seus IV serdo de 102 pontos, e assim

sucessivamente a cada quatro centésimos de segundo a menos. Para distancias menores



a variacao do IV ocorrerd em uma menor variagdo do tempo, em 320m se alternara a cada
trés e quatro centésimos de segundo, iniciando com trés centésimos de segundo,
enquanto que aos 301m e 275m sera de trés centésimos de segundo e aos 228m sera a
cada dois centésimos de segundo. Essa tabela é valida para animais que correm
carregando um peso minimo de 53 Kg. Para aqueles com peso inferior, deve-se
acrescentar cinco centésimos de segundo ao seu tempo, para cada quilo a menos, antes

de consultar a tabela.

Tabela 1. Esquema da variacdo para pontuagdo do indice de Velocidade (IV), de acordo
com a distancia (m), tendo como ponto de partida os tempos referentes ao 1V

igual a 100.
Centésimos de segundo
4 3ed4* 3 2
365 320 275 228
Distancia (m) 402 301
503

*alternados, iniciando-se com 3 centésimos (fonte: adaptado de Corréa; Mota, 2007)

3.3. Melhoramento genético de equinos

Em relacdo a outras espécies de exploracdo zootécnica, as pesquisas na area de
melhoramento genético sdo proporcionalmente menores em equinos, ho mundo todo. No
Brasil, em particular, dada a grandeza de sua tropa, esta distancia é ainda mais evidente.
Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a area de melhoramento
genético (SANTOS, 2006; CORREA; MOTA, 2007; PRADO; MOTA, 2008), ainda nio
existem, efetivamente, programas consistentes de selecdo nas diferentes ragas criadas no
Brasil. Neste sentido, pequenos grupos de pesquisadores ligados as universidades e
institutos de pesquisa tém trabalhado na area, especialmente em relacdo a aspectos
conservacionistas em ragas nacionais ou quantitativos de caracteres de interesse
econdmico (herdabilidades e correlacbes) em ragas nacionais e importadas.

Recentemente, pesquisas envolvendo Genética e Biologia Molecular tém sido realizadas
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em algumas racas da espécie no Brasil (MEIRA et al.,, 2014a,b,c; PEREIRA et al.,
2016a,b).

Trabalhos mais refinados em relacdo a selecdo e ao melhoramento genético de
equinos vém sendo realizados na Europa, com a utilizacdo de modelos estatisticos mais
adequados para a obtencdo de valores genéticos individuais, como o BLUP (Best Linear
Ubiased Prediction) (ARNASON, 2013). Esta alternativa tem sido aplicada na criacdo de
cavalos destinados a esportes olimpicos como o cross country, o adestramento e o salto.

A maior causa desta dificuldade € a baixa herdabilidade do desempenho atlético e
os valores de correlacdes genéticas existentes entre as caracteristicas mais almejadas nos
cavalos, principalmente ligadas a reproducdo e desempenho em provas funcionais e
corridas (KOENEN et al.,, 1995; WALLIN et al., 2003; BOKOR et al., 2005). A baixa
herdabilidade do desempenho atlético em equinos é argumento a ser considerado para a
utilizacdo de novas ferramentas disponiveis para a selecdo e o melhoramento genético,

tais como os marcadores moleculares.

3.4. Caracteristicas quantitativas e major genes

Da mesma forma que para a maior parte das caracteristicas de importancia
econOmica nas espécies de interesse zootécnico, o desempenho em corridas dos equinos
Quarto de Milha, muitas vezes representado pelo indice de Velocidade, deve ser
governado por um grande numero de genes, localizados em regides cromossdmicas
denominadas locos de caracteristicas quantitativas (Quantitative Trait Loci — QTL). Estes
genes podem ter grandes efeitos e serem chamados de “genes principais” ou major genes,
ou podem ter pequenos efeitos individualmente e serem chamados de "genes menores”. A
estrutura da variagao genética que esta por tras de tragos fenotipicos tem consequéncias
importantes para a compreensao da evolugao de caracteristicas quantitativas (AGRAWAL
et al., 2001). A frequéncia e o papel dos genes de grande efeito em genética quantitativa
tém sido alvo de intenso debate e investigacdo (ORR, 2005). Apesar do fascinio pelo
modelo infinitesimal, ha evidéncia acumulada de varias fontes (experimentos de selegao
artificial, evolugédo experimental, e mapeamento de QTL) sugerindo que os genes de
grande efeito, muitas vezes contribuem para caracteres quantitativos (STINCHCOMBE et
al., 2009).



3.5. Polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs)

Marcador molecular é toda e qualquer variacdo oriunda de um gene expresso ou de
um segmento especifico de DNA, correspondente a regides expressas ou ndo 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 é também definido como
marcador genético (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Do ponto de vista molecular
ocorrem trés tipos principais de variacdes na molécula de DNA, as regides repetitivas
(minissatélites e microssatélites), as inser¢des e delegcdes (InDels) e as alteracdes de uma
base (polimorfismos de nucleotideos Unicos — SNPs). A medida que as sequéncias de
nucleotideos dos genomas foram sendo desvendado, um grande namero de variacdes de
uma base foram encontradas ao se comparar segmentos correspondentes do mesmo
genoma, ocorrendo, aproximadamente, a cada 600 bases.

As substituicdes mais frequentes observadas no DNA envolvem bases nitrogenadas
de mesma caracteristica estrutural, ou seja, sao trocas entre duas purinas (A/G ou G/A) ou
duas pirimidinas (C/T ou T/C) e sao denominadas transicbes. As transversbes sao
substituicdes de uma purina por uma pirimidina ou o contrario. Essas altera¢cdes podem
ser provocadas por erros de incorporacdo de bases durante a replicacdo do DNA ou em
outros casos, sao causadas por agentes ambientais (quimicos e fisicos). Caso essas
alteracbes ocorram em células sexuais e sejam transmitidas as geracdes seguintes
passam a ser denominadas mutagdes germinativas. Caso fixem-se na populagdo a uma
frequéncia minima de 0,01 ou mais (minor allele frequency — MAF = 1%), passam a ser
denominadas de polimorfismos ou SNPs, no caso de alterac6es de apenas um nucleotideo
(KWOK & GU, 1999).

Os SNPs podem ocorrer em regifes codificadoras ou com func¢éo regulatoria, bem
como em espacos intergénicos, sem funcdo determinada. Em regides codificadoras,
guando resultam em uma substituicdo de aminoacido na sequéncia proteica, Sao
denominados nao sindnimos, podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa
em funcdo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode
haver modificacbes estruturais e funcionais na proteina. Embora SNPs sinbnimos né&o
alterem a sequéncia proteica, eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA
mensageiro, e, consequentemente afetar a quantidade de proteina produzida. Esta
também pode ser afetada quando ocorrem alteracdes nas regides nao traduzidas do RNA

mensageiro (5 UTR e 3’ UTR). Além disso, polimorfismos génicos podem promover
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processamentos alternativos, geragdo ou supressdo de codons de terminacao, alteracédo
nos codons de iniciagdo da traducdo e alteracGes no padrdo de expressdo de genes
quando a troca de bases ocorre em sequéncias promotoras (GUIMARAES & COSTA,
2002). Polimorfismos em regides de intron ganharam importancia pelo fato de nao ser
mais descartados como possiveis responsaveis diretos por alteracdes fenotipicas. RNAs
nao codificantes transcritos a partir de regides de introns (micro-RNAs) podem estar
envolvidos em diferentes processos biologicos tais como os controles transcricional e pos-
transcricional da expressdo génica (NAKAYA et al.,, 2007). Embora a funcdo da maior
parte das regides intergénicas ainda seja desconhecida, conhece-se cada vez com mais
profundidade a sua importancia no controle da regulacdo da expressédo génica. Neste
sentido, polimorfismos localizados nestas regides também podem estar associados a
variacfes fenotipicas.

Estudos em humanos (VENTER et al., 2001; LANDER et al., 2011) e em espécies
de interesse zootécnico (WADE et al., 2009; DOAN et al., 2012; ) 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), ou seja, apenas pela comparacdo da sequéncia
dos seus dois cromossomos homadlogos. Além dos marcadores SNP serem abundantes,
suas bases moleculares permitem sua distribuicio homogénea pelo genoma (CAETANO,
2009).

3.6. Painéis de SNPs e imputacao de genédtipos

De acordo com Chowdhary e Raudsepp (2008), entre os maiores destaques
provenientes da analise do genoma de equinos estdo 0 seu sequenciamento completo
(EquCab2.0) e, a partir deste, a identificagdo de 1.162.753 de SNPs que ocorrem entre
diversas racas (WADE et al., 2009).

Projetado para permitir a identificacdo de regides gendmicas modificadas pela
selecéo e a identificacdo de regides cromossomicas, genes e SNPs que contribuem para
caracteristicas de interesse nas principais racas de equinos criadas atualmente no mundo,
0 Equine SNP50 BeadChip da empresa lllumina (lllumina Inc., EUA) constituiu poderosa
plataforma para a selecdo e o melhoramento genético da espécie, habilitando
pesquisadores da area a conduzir vasta gama de experimentos em que a aplicacdo da
genotipagem de polimorfismos de DNA é necessaria. Ja& em sua segunda geragao, 0 novo
SNP chip equino (Equine SNP70 BeadChip; lllumina Inc., EUA) possui aproximadamente
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65 mil SNPs, dos quais 19 mil sdo novos marcadores e 45 mil foram validados no Equine
SNP50 BeadChip.

A andlise simultanea de milhares de polimorfismos espalhados ao longo dos
genomas tém possibilitado o estudo da estrutura genética de diferentes populacdes em
varias espécies de animais domeésticos (KIJAS et al., 2009; McKAY et al., 2008; GIBBS et
al., 2009), estimar o grau de diversidade dentro e divergéncia genética entre populactes
(ZENGER et al., 2006), determinar a relacdo entre a perda de alelos e 0 aumento da
endogamia devido a selecdo (MUIR et al., 2008), e identificar e localizar regiées do
genoma sujeitas a selecao (HAYES et al., 2006; BARENDSE et al., 2009; MACEACHERN
et al., 2009; PRASAD et al., 2008).

Boa parte destas aplicacdes requerem o conhecimento ou acesso ao desequilibrio
de ligacao (DL) existente entre os marcadores moleculares em dada populacédo da espécie
de interesse. O DL entre marcadores moleculares descreve a correlacdo entre os
genotipos de dois marcadores, expressando o grau de associacao ndo aleatoria entre seus
alelos (PORTO-NETO et al., 2014). Em geral, esta associacao ou ligacdo é consequéncia
da proximidade fisica existente entre dois locos (ARDLIE et al., 2002; BOLORMAA et al.,
2011) e é influenciado por eventos como mutacdo, deriva, selecdo, recombinacdo e
tamanho efetivo da populacéo.

A genotipagem de SNPs com diferentes arranjos em um mesmo experimento pode
levar a uma perda importante de dados. A imputacdo de genotipos com base em
informacdes de desequilibrio de ligacdo (DL) entre marcadores oferece potencial solucao
para a resolucao deste problema (HAYES et al., 2011; SARGOLZAEI et al., 2014).

A fim de melhorar a predicdo dos resultados obtidos pelos estudos de associacao
entre genotipos e fendtipos e pela selecdo gendmica, diferentes estratégias de imputacao
de genotipos tém sido aplicadas em dados genémicos (HAYES et al., 2011; SARGOLZAEI
et al.,, 2014). A imputacdo possibilita diversas aplicacbes como: 1) gerar painéis de alta
densidade (HD) para animais genotipados com os de baixa densidade (LD) (SARGOLZAEI
et al.,, 2014; BOICHARD et al., 2012); 2) combinar dados provenientes de amostras
populacionais genotipadas com painéis de diferentes densidades ou racas distintas,
permitindo painéis com densidade Unica e assim aumentar o numero de individuos na
amostra, para promover resultados mais satisfatorios em estudos genémicos (HAYES et
al.,, 2011; LARMER et al., 2012); e 3) predizer gendétipos faltantes do painel de
genotipagem em decorréncia do controle de qualidade dos dados ou erros de leitura,
aumentando a porcentagem de genotipos validos dos animais (WENG et al., 2012).
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Entretanto, a imputacdo em situacdes reais entre amostras de populacdes
genotipadas com painéis distintos pode trazer grandes desafios a inferéncia da acuracia.
Desse modo, algumas analises e simulacbes podem ser conduzidas no conjunto amostral
com o intuito de direcionar a escolha de estratégias mais eficientes para imputacao, bem

como estimar a confiabilidade das imputacdes realizadas sob essas circunstancias.

3.9. Estudos associagao ampla do genoma (GWAS)

A relagdo causal entre polimorfismos genéticos dentro de uma espécie e as
diferengas fenotipicas observadas entre individuos é de fundamental interesse biologico
(KORTE; FARLOW, 2013) e, em muitas situaces, econdmico.

Segundo Sahana et al. (2010) o principal propésito de estudos de associacdo ampla
do genoma (GWAS), os quais envolvem milhares de marcadores distribuidos ao longo de
todo o0 genoma, é identificar regides dos cromossomos que abrigam genes que contribuem
para a variacdo fenotipica de uma caracteristica, servindo, posteriormente, como regifes
putativas de QTL para estudos mais aprofundados. Os GWAS baseiam-se também no
principio do DL ao nivel da populagédo. Os estudos de associacdo ampla tém emergido
como poderosa ferramenta para revelar as bases genéticas de doencas herdaveis e de
caracteristicas quantitativas (COLLINS et al., 1998).

Em equinos, e em um primeiro momento, estudos de associacdo ampla serviram
com sucesso, principalmente, a identificacdo de regies genémicas e genes relacionados
a importantes doencas e sindromes que acometem determinadas racas, tais como:
lordose (COOK et al., 2010), osteocondrose (LYKKJEN et al., 2010; TEYSSEDRE et al.,
2012), neuropatia laringeal recorrente (DUPUIS et al., 2011), nanismo (EBERTH et al.,
2009) e sindrome do potro lavanda (BROOKS et al., 2010).

Mais recentemente, caracteristicas complexas relacionadas & desempenho em
provas esportivas e aptiddes especificas, como a marcha e suas variacdes, tém sido
avaliadas (HILL et al., 2010; BINNS et al., 2010; SCHRODER et al., 2011; PETERSEN et
al., 2013, MEIRA et al.,, 2014c, FONSECA et al.,, 2016, STAIGER et al.,, 2016a). Com
relacdo as provas esportivas, estudos de associacdo amplos tém sido realizados,
principalmente, com caracteristica relacionadas a distancia e ao desempenho em corridas
na raca Puro-Sangue Inglés (HILL et al., 2010; BINNS et al., 2010; TOZAKI et al., 2010) e
ao salto em diversas racas (BRARD; RICARD, 2015). Caracteristicas morfométricas
(SIGNER-HASLER et al., 2012; TETENS et al., 2013; MEIRA et al., 2014b; STAIGER et
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al., 2016b), de fertilidade (GOTTSCHALK et al., 2016) e temperamento (STAIGER et al.,
2016c¢) também tém sido contempladas.

3.10. Marcadores para desempenho em corridas de equinos

Embora polimorfismos de DNA ja sejam utilizados para predicdo de distancias
otimas e desempenhos superiores em corridas para a raca Puro-Sangue Inglés (PSI),
esses marcadores nao tém os mesmos efeitos em diferentes racas de igual propdsito
(corrida). Esta afirmacao pode ser mantida ainda que se considere a linhagem de corrida
da raca Quarto de Milha, a qual possui influéncia genética de PSls que correm distancias
curtas (PEREIRA et al., 2016a,b).

Nos trabalhos realizados por Pereira e colaboradores ndo foram encontrados efeitos
significativos dos alelos dos SNPs ¢.38973231A>G do gene PDK4, g.22684390C>T do
gene COXA4I2 e 9.22999655C>A do gene CKM sobre o indice de Velocidade (IV) maximo
de equinos de corrida da raca Quarto de Milha. Estes resultados sugerem que os alelos
dos genes PDK4 e COX412, relacionados com melhor desempenho em corridas na raca
PSI, estejam relacionados a adaptacdes benéficas do metabolismo aerdbico e, dessa
forma, tenham papéis secundarios no desempenho em corridas de curtas distancias e de
exploséao fisica (predominantemente anaerodbicas) da raca Quarto de Milha. Esperava-se
gue variagbes no CKM apresentassem papel relevante sobre o desempenho em corridas
na raca Quarto de Milha uma vez que o produto proteico expresso por esse gene €
responsavel por manter os niveis de ATP celular constantes devido a fosforilacdo de
adenosina difosfato (ADP) via creatina-fosfato, sendo importante no metabolismo
energético muscular em exercicios intensos e curtos. Todavia, algumas pesquisas em
humanos e em equinos PSI relacionaram o CKM com a eficiéncia energética do
metabolismo energético muscular aerébio (ECHEGARAY & RIVERA, 2001; GU et al.,
2010).

Com base no exposto, estudos de associacdo ampla do genoma em cavalos Quarto
de Milha de corrida seriam de grande interesse e importancia para a descoberta e
utilizacdo de marcadores genéticos para selecdo de fenotipos superiores na linhagem. Em
trabalho desenvolvido por Meira et al. (2014c), considerado preliminar em razdo do
pequeno numero de animais utilizados (n= 112), foram apontados alguns SNPs em genes
candidatos possivelmente associados (P < 0,0001; Q-value de 0,25 — ap0ds correcao para
testes multilplos) a caracteristica de desempenho (indice de velocidade) na linhagem de
corrida da raca Quarto de Milha (MEIRA et al., 2014c).
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Estes SNPs, encontrados pelo GWAS com a caracteristica IV, estédo localizados,
com base no EquCab2.0, nos cromossomos (Chr) 2: 97634986 e 97642160; Chr 4:
82402787; Chr 10: 52188059; Chr 18: 33671391; 36917870; 39128343 e Chr 27:
35222223 (MEIRA et al., 2014c), proximos a regides selecionadas de forma divergente na
linhagem de corrida em relacéo a de trabalho da raca Quarto de Milha, identificadas pela
aplicacdo simultanea das metodologias homozigose relativa do haplétipo estendido (REHH
— “relative extended haplotype homozygosity”) e indice de fixacdo (Fst) localizadas nos
Chr 2: 87453500-89546885; Chr 4: 96192056-983156500; Chr 10: 65461613-67583618;
Chr 18: 30519448-32573824 e Chr 27: 14932202-16989870 (MEIRA et al., 2014a).

Embora os resultados encontrados sejam interessantes, em fungdo de mostrarem
pela primeira vez regides do genoma possivelmente associadas ao desempenho em
Quartos de Milha de corrida, necessitam ser corroborados em amostra maior de animais.
Além disso, as regides alvo de interesse devem ser sequenciadas em busca de
polimorfismos em forte desequilibrio de ligacdo, ligados ou responsaveis diretos pela

variacdo da caracteristica de interesse.

3.11. Sequenciamento de DNA

Quinze anos apos a publicacdo da sequéncia de nucleotideos do genoma humano
no ano de 2001 nas revistas “Nature” e “Science” (VENTER et al., 2001; LANDER et la.,
2001), muitos avancos ocorreram em relacdo as técnicas de sequenciamento e aos
estudos gendmicos. Os métodos de sequenciamento de préxima geracdo (Next
Generation Sequencing — NGS) tornaram-se realidade, com rapidos e constantes avancos
tecnolégicos na ultima década, o que os deixaram extremamente eficientes e de custo
relativamente baixo, processos estes em continua evolu¢do. Com o auxilio de ferramentas
de bioinformatica, estes métodos permitem o sequenciamento e analise de milhdes ou até
bilhdes de pares de bases (pb) em rodada uUnica de leitura.

A primeira geragdo de NGS teve inicio com o desenvolvimento da 454 Life Science
em 2000 por Jonathan Rothberg (www.454.com). Esse método, diferentemente da técnica
gue adota capilares (necessidade de eletroforese), tem abordagem de sequenciamento em
tempo real, por sintese, e se baseia na deteccdo iluminométrica de pirofosfatos
inorganicos (PPi) liberados com a incorporacdo dos desoxiribonucleotideos trifosfatados
(RONAGHI et al., 1998). A segunda geracdo de NGS é representada principalmente por
quatro plataformas: 454 FLX (Roche, EUA); Solexa (lllumina Inc., EUA); e SOLID (Applied

Biosystems, EUA), as quais possuem elevada taxa de sequenciamento, gerando de 10 a
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600 Gb por semana e tamanho médio de fragmentos de 100 a 700 pb (SHENDURE; JI,
2008).

Recentemente vém sendo introduzidas novas plataformas de sequenciamento,
incluindo os Personal Genome Machine — PGM e os NGS de terceira geragcdo. O lon
Personal Genome Machine e MiSeq foram lancados pelas empresas lon Torrent e
lllumina, respectivamente. Ambos 0s equipamentos sdo de tamanho fisico reduzido e
apresentam altas taxas de rotatividade de trabalhos, mas a transferéncia de dados é
limitada. Eles sao direcionados para aplicacbes clinicas e pequenos laboratérios. As
plataformas de sequenciamento NGS de terceira geragao, diferentemente das de segunda,
ndo necessitam de amplificagdo do DNA, cujo objetivo é fortalecer o sinal luminoso para
capitacao fiavel baseado em cameras CCD, o que pode gerar distorcdes pela abundancia
de fragmentos. Na terceira geracdo, pela possivel miniaturizacdo em nano escala e
utilizacdo minima de reagentes, é possivel o sequenciamento de uma Unica molécula de
DNA (CHIN et al., 2013). O primeiro sequenciador dessa geragao foi o Heliscope™ (Pacific
Bioscience, EUA), seguidos de outros como o PacBio RS ou SMRT™ e Sequel System
(Pacific Bioscience, EUA) (KOREN et al., 2012; CHIN et al., 2013).

A utilizacdo de painéis de SNPs de baixas e médias densidades possibilitam o
estudo de todo o genoma, e, dessa forma, apresentam grande utilidade em estudos
evolutivos e na deteccdo de QTL, entre outros. Todavia, ndo geram informacdes adicionais
de regides do genoma associadas a caracteristicas de interesse. Deste modo, para
refinamento de resultados, podem ser utilizadas estratégias adicionais. Atualmente, os
custos relacionados ao sequenciamento de regides gendmicas de tamanho significativo,
ou mesmo todo genoma (Whole Genome Sequencing — WGS) tem se tornado baixos (LIU
et al.,, 2012), possibilitando o uso de tecnologias de préxima geracdo para, dentre
inUmeras possibilidades, refinamento de experimentos que utilizam arranjos de SNPs por
meio de resequenciamento de regides alvo.

O sequenciamento de todo o exoma (Whole Exome Sequencing — WES) pode ser,
do mesmo modo, empregado para esse propésito. Com custo apenas ligeiramente
superior em relacdo ao resequenciamento de regides alvo por captura por sondas, esta
abordagem permite a detecgéo de variantes genéticas (Single Nucleotide Polymorphisms —
SNPs, Insertions/Deletions — InDels e CNVs — Copy Number Variation) ja mapeadas, ou de
novo, em regides expressas (exons), 5’ e 3’ UTR ao longo todo o genoma. Isto permite que
a analise de polimorfismos possa ficar restrita a regides de interesse do genoma, além de

trazer a vantagem de disponibilizar dados extras para suprir outras frentes de pesquisa.
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CAPITULO 2 - Imputacdo e avaliacdo da acuracia em cavalos de corrida da raca
Quarto de Milha genotipados com diferentes painéis comerciais de
SNPs.

RESUMO - A confeccéo de painéis de genotipagem de SNPs em larga escala para
equinos trouxe novas possibilidades para estudos genéticos na espécie. Em sua primeira
versao, contava com cerca de 54.000 SNPs (54k). Atualmente, em sua segunda geracao
possui aproximadamente 65 mil SNPs (65k), dos quais 19 mil sdo novos marcadores e 45
mil estavam presentes no primeiro painel. Este trabalho teve como objetivos realizar a
imputacdo de genotipos em duas vias entre individuos de uma amostra populacional
relativamente pequena de cavalos de corrida da raca Quarto de Milha genotipados com
painéis de 54k ou de 65k, bem como avaliar a acuracia de imputacdo por meio de
simulagdes. A imputacéo foi realizada utilizando 116 cavalos genotipados com o arranjo de
SNPs de 54k e 233 genotipados com arranjo de 65k. Nas simulacdes foram escolhidas
amostras aleatOrias para constituirem as populacdes imputadas e referéncias em dois
cenarios. O cenario A simulou a imputacdo genotipos na primeira via (65k para 54k) e o
cenario B na segunda (54k para 65k). No cenario A foram considerados 113 individuos
para a populacdo referéncia e 236 para a imputada, dos quais 116 e 120 foram
genotipados com os arranjos de 54k e 65k, respectivamente. No cenario B foram
considerados 50 individuos para a populacao referéncia e 299 para a imputada, dos quais
66 e 233 foram genotipados com os arranjos de 54k e 65k, respectivamente. Em cada
cenario, os individuos genotipados com o mesmo arranjo da populacédo referéncia, mas
gue foram incluidos no grupo a ser imputado, tiveram seus gendtipos exclusivos
mascarados para posterior averiguacdo da acuracia de imputacdo. Com isso, apos o
controle de qualidade, os painéis de 54k e de 65k contaram com 7.048 e 16.940
marcadores exclusivos, respectivamente. As médias de taxa de concordancia para 0s
cenarios A e B foram 0,9815 e 0,9751 e para r? alélico foram 0,9791 e 0,9740,
respectivamente. N&o foram observadas influéncias importantes dos coeficientes de
parentesco genOmicos entre as amostras a serem imputadas e as de referéncia sobre a
acuracia de imputacdo. Desta forma, a imputacdo em duas vias de gendtipos exclusivos
entre 0s painéis equinos de 54k e 65k proporcionou aumento consideravel de SNPs para
todas as amostras (12 a 26%), sem que houvesse perdas na qualidade das informacdes.

Palavras-chave: cromossomos, estrutura de populacao, IBD, MAF, taxa de concordancia
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GENOTYPE IMPUTATION AND ACCURACY EVALUATION IN RACING QUARTER
HORSES GENOTYPED USING DIFFERENT COMMERCIAL SNP PANELS

Abstract — The creation of large-scale SNP genotyping panels for horses has opened up
new possibilities for genetic studies in the species. The first version contained about 54,000 SNPs
(54Kk). The current second generation panel possesses approximately 65,000 SNPs (65k), 19,000 of
them are new markers and 45,000 were present in the first panel. The objectives of this study were
to perform two-step genotype imputation between individuals in a relatively small population sample
of racing Quarter Horses genotyped with the 54k or 65k panel, and to evaluate the accuracy of
imputation through simulations. Genotypes were imputed using 116 horses genotyped with the 54k
SNP array and 233 animals genotyped with the 65k array. For the simulations, random samples
were chosen to compose the imputed and reference populations in two scenarios. Scenario A
simulated the genotype imputation in the first step (from 65k to 54k) and scenario B in the second
step (from 54k to 65k). In each scenario, the individuals genotyped with the same panel as the
reference population, but that were included in the imputed group, had their exclusive genotypes
masked for subsequent evaluation of imputation accuracy. Thus, after quality control, the 54k and
65k panels contained 7,048 and 16,940 exclusive markers, respectively. The mean concordance
rate was 0.9815 and 0.9751 for scenarios A and B, and the mean allelic r?> was 0.9791 and 0.974,
respectively. No important influences of the genomic relationship coefficients on imputation
accuracy were observed between the imputed and reference samples. Thus, two-step imputation of
exclusive genotypes between the 54k and 65k equine panels resulted in a considerable increase of
SNPs for all samples (12 to 26%) without losses in the quality of information.

Keywords: concordance rate, chromosomes, IBD, MAF, population structure
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1. Introducgéo

O surgimento de tecnologias de sequenciamento de nova geracéo (Next Generation
Sequencing — NGS) possibilitou o sequenciamento e mapeamento de milhares de
polimorfismos espalhados por todo o genoma equino (WADE et al., 2009; DOAN et al.,
2012), o que permitiu a criagdo de painéis de genotipagem de SNPs em larga escala,
abrindo novas possibilidades para estudos genéticos na espécie.

Em sua primeira versao, a plataforma de genotipagem especifica para espécie, o
Equine SNP50 BeadChip da empresa lllumina (lllumina Inc., EUA), contava com cerca de
54.000 SNPs (54k). Atualmente, em sua segunda geracédo, o SNP chip equino (Equine
SNP70 BeadChip; lllumina Inc., EUA) possui aproximadamente 65 mil SNPs (65k), dos
quais 19 mil sdo novos marcadores e 45 mil estavam presentes no Equine SNP50
BeadChip. A genotipagem de SNPs com os dois diferentes arranjos equinos em um
mesmo experimento ou em experimentos diferentes pode levar a perda importante de
dados. Entretanto, a imputacdo de gendtipos de SNPs com base em informacdes de
desequilibrio de ligacdo (LD) populacional oferece potencial solucdo para a resolucédo
deste problema, ou seja, permite a compatibilidade e a continuidade de pesquisas
existentes.

De forma geral a imputacdo de gendtipos possibilita combinar dados provenientes
de amostras populacionais genotipadas com painéis de diferentes densidades (HAYES et
al., 2011; LARMER et al., 2012), gerar painéis de alta densidade (High Density — HD) para
animais genotipados com os de baixa densidade (Low Density — LD) (SARGOLZAEI et al.,
2014; BOICHARD et al., 2012) e predizer gendétipos faltantes do painel de genotipagem em
decorréncia da aplicacdo do controle de qualidade dos dados ou erros de leitura. Neste
sentido, com o intuito de se obter maior sucesso em imputacdes de gendtipos, diversas
pesquisas tém estudado fatores que influenciam diretamente a acuracia de imputacao,
como: tamanho da populacao de referéncia (SARGOLZAEI et al., 2011, VENTURA et al.,
2016), grau de parentesco entre as populacdes referéncia e imputada (CHUD et al., 2015;
VENTURA et al., 2016), densidade de painéis (ZHANG et al., 2010; SARGOLZAEI et al.,
2011) e alelos de baixa frequéncia (Minor Allele Frequency — MAF) (ZHANG et al., 2010;
SARGOLZAEI et al 2014; VENTURA et al., 2016). Contudo, a imputacdo em situacdes
reais entre amostras de populagbes genotipadas com painéis distintos, pode trazer
desafios a inferéncia da acuracia. Deste modo, algumas analises e simula¢des podem ser

realizadas em um conjunto amostral com o intuito de direcionar a escolha de estratégias
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mais eficientes para imputacdo, bem como para obter parametros de confiabilidade de
imputacodes realizadas sob essas circunstancias.

Dentre as racas equinas, a Quarto de Milha é das mais criadas no mundo e se
destaca por sua versatilidade, robustez e temperamento docil, sendo muito utilizada no
trabalho com o gado, em provas equestres funcionais e de velocidade (ABQM, 2016).
Como os mais velozes do mundo, cavalos da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha
apresentam melhor desempenho em pistas de curtas distancias do que qualquer outra
raca de equinos (AMERICA’S HORSE DAILY, 2008).

Dada a importancia da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha na
equideocultura mundial, este trabalho teve como objetivos realizar a imputacdo de
gendtipos em duas vias entre individuos de uma amostra populacional relativamente
pequena genotipados com painéis de 54k ou de 65k, bem como avaliar a acuracia de

imputag&o por meio de simulacdes.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados 360 equinos da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha, de
ambos 0s sexos, registrados na Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de
Milha (ABQM). Deste total, 120 cavalos tiveram o sangue coletado no ano de 2011. Os
demais animais utilizados, n= 240, foram coletados no primeiro semestre do ano de 2015.
Estes animais, 78 machos e 282 fémeas, sdo filhos de 83 garanhfes e 249 éguas,
resultando em média de 4,3 progénies/garanhdo e 1,4 progénies/égua. Estes animais
eram pertencentes a 159 criadores e encontravam-se alojados no Jockey Club de
Sorocaba (Sorocaba/SP — Brasil) e em 25 propriedades rurais localizadas em cidades do
interior estado de Sao Paulo/Brasil. A coleta e, consequentemente, a presenca de irmaos
completos na amostra foi evitada. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram
realizados segundo as normas brasileiras de bem-estar animal (Protocolo n° 157/2014 —
Comiss&o de Etica no Uso de Animais / CEUA, FMVZ, Unesp, Botucatu/SP).

2.2. Genotipagem dos SNPs e controle de qualidade

Dos 360 cavalos utilizados neste estudo, 120 foram genotipados no ano de 2011
utilizando-se o Equine SNP50 BeadChip (lllumina, Inc., EUA). As demais amostras de
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DNA (n= 240) foram genotipadas no ano de 2015 com o Equine SNP70 BeadChip
(llumina, Inc., EUA). A leitura de ambos os arranjos foi realizada utilizando-se o sistema
HiScan (lllumina, Inc., EUA). Os controles de qualidade (quality control — QC) das
informacgdes de genotipagem para os individuos analisados com os arranjos de 54k ou de
65k (n=120 e n= 240) foram realizados por meio do pacote snpStats (Clayton, 2015) do
programa R (R Core Team, 2016). Animais com call rate abaixo de 0,90 foram excluidos
do conjunto amostral (Tabela 1). Foram excluidos SNPs localizados no cromossomo X, 0s
com call rate inferior a 0,9 e os com p-value inferior a 1x10™ para o equilibrio de Hardy-
Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium — HWE) (Tabelas 1). A MAF néao foi utilizada
como critério para exclusdo de SNPs em um primeiro momento tendo em vista que
diferentes faixas de MAF foram utilizadas no processo de verificacdo da eficiéncia de

imputacao de gendtipos em duas vias entre os chips equinos SNP50 e SNP70.

Tabela 1 — Namero de marcadores dos chips Equine SNP50 BeadChip e Equine SNP70 BeadChip
e numero de SNPs excluidos por cada critério de QC utilizados.

Critérios utilizados para exclusdo de

Aostas SNP50 (n) SNP70 (n)
Call rate < 0,9 4 7
Amostras restantes 116 233
Critérios utilizados para exclusdo de SNPs SNP50 (n) SNP70 (n)
SNPs genotipados 54.602 65.157
Localizados no cromossomo X 3.223 3.411
Call rate < 0,9 148 504
Equilibrio de Hardy-Weinberg — p < 1x107 4.519 4.638
SNPs restantes 46.712 56.604

2.3. Analise populacional

Andlise de estratificacdo da populacéo foi conduzida com todos os SNPs comuns
aos dois painéis que passaram pelo controle de qualidade foram submetidos a pruning
para selecdo de marcadores que ndo estavam em LD, considerando r’> < 0,2. As
probabilidades de compartilhar marcadores idénticos por estado (identity-by-state — IBS)
entre todas as amostras par a par foram calculadas utilizando os SNPs autossémicos que

permaneceram apos o prune. Por fim, para analise visual, foi obtido o grafico de
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escalonamento multidimensional por meio da op¢cdo MDS plot do programa PLINK 1.07
(PURCELL et al., 2007).

Os coeficientes de parentesco, ou seja, as probabilidades de individuos
compartilharem marcadores IBD foram calculadas para todos os pares de amostras
considerando apenas os SNPs comuns entre os dois painéis. Marcadores idénticos por
descendéncia (identity-by-descent — IBD) podem ser utilizados para identificar individuos
mais proximos do que seria esperado em uma amostra homogénea, ou seja, aparentados
(PURCELL et al.,, 2007). As estimativas IBD foram dadas por Z0, Z1 e Z2, que
representam a probabilidade de duas amostras compartilharem nenhum marcador IBD, um
marcador IBD e dois marcadores IBD, respectivamente. A propor¢do de IBD entre
amostras foi dada por PI_HAT = p(Z2) + 0,5 X p(Z1).

Os procedimentos de pruning e a obtencdo das estimativas IBS e IBD foram
realizados por meio do programa PLINK 1.07 (PURCELL et al., 2007). As médias da
propor¢cdo IBD de cada amostra, bem como as médias de parentesco entre as amostras
do conjunto imputadas (as quais tiveram marcadores mascarados) e do conjunto

referéncia foram obtidas por meio do programa R (R Core Team, 2016).

2.4. Imputacao de gendétipos e avaliagdo da acuracia de imputacéao

O procedimento de imputacdo dos genotipos foi realizado por meio do programa
Fimpute v.2.2 (SARGOLZAEI et al., 2014). Como descrito anteriormente, os individuos
utilizados neste estudo foram genotipados de forma exclusiva com um ou outro painel.
Dessa forma, a imputacao de gendtipos final foi realizada em duas vias (i.e. do chip de 65k
para o chip de 54k e vice-versa).

Pelo fato de ndo haver no conjunto amostral animais genotipados com ambos 0s
painéis, a avaliacdo da acuracia do processo de imputacdo de marcadores entre 0s
painéis foi estimada por meio de simulacdes envolvendo diferentes cenéarios. Foram
propostos dois cendarios de imputacdo visando avaliar a capacidade de imputar
corretamente os SNPs exclusivos em cada painel. Primeiramente, foi utilizado o painel de
65k como referéncia e o de 54k como imputado (cenario A). Para isso foram considerados
todos os marcadores presentes no painel de 65k e somente os marcadores em comum do
de 54k. Para acessar a eficiéencia de imputacdo dos SNPs exclusivos do SNP70 foram
escolhidas de forma aleatéria, aproximadamente 50% das amostras genotipadas com esse
chip. As demais amostras genotipadas com o SNP70 tiveram seus marcadores exclusivos

mascarados e foram incorporadas as amostras a ser imputadas genotipadas com painel
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de 54k. O mesmo procedimento foi realizado na segunda via (cenério B), em que houve
somente a inversdo dos painéis utilizados como referéncia e imputado.

Para determinar a acuracia de imputacdo foi utilizada a taxa de concordancia
(concordance rate — CR), a qual corresponde a propor¢do de gendtipos imputados
corretamente. Também foi estimado o r? alélico (correlacdo alélica), o qual é determinado
pelo quadrado da correlacdo entre a contagem de alelos (alelo de efeito menor) imputados
e a contagem de alelos do gendtipo original. Os valores de acuracia foram obtidos tanto

por SNPs (médias por intervalos de MAFs e cromossomos) quanto por amostras.
3. Resultados e discusséo
3.1. Estrutura da populacéo e analise de parentesco

A analise de estratificacdo da populacao foi realizada para verificar a existéncia de
clusters constituidos, exclusivamente, de individuos genotipados com o mesmo chip dentro
da amostra total de animais. No grafico MDS (Figura 1) foram observadas subestruturas
distintas, contudo, nenhuma delas envolvendo apenas amostras genotipadas com um ou

outro arranjo nas regides mais densas do gréfico.

Grafico MDS
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Figura 1 — MDS plot do conjunto total de amostras considerando os 39.664 SNPs comuns
a ambos os arranjos equinos. Os circulos e os losangos correspondem a

animais genotipados com os arranjos de 54k e 65k, respectivamente.
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Este resultado indicou que ndo ha formacdo de clusters exclusivos de animais
genotipados com o painel de 54k ou com o de 65k, ou seja, que as amostras genotipadas
com os painéis de menor e maior densidade néo representam duas populacdes distintas.
A ocorréncia de populacdes distintas entre referéncias e imputados poderia acarretar em
baixos valores de acuracia, ou seja, genotipos imputados nao confiaveis.

As estimativas IBD para a determinacdo do coeficiente de parentesco médio com
base em marcadores SNPs foi dada pela probabilidade média de conter um ou dois
marcadores IBD (IBD proportion). De forma geral, as estimativas de parentesco gendmico
médio para cada par de individuos concordaram com as informacdes do pedigree. Animais
com proporcéo IBD acima da média (0,0962) foram os que apresentaram maior grau de
parentesco (1° e 2° grau) em relacdo a todos os individuos da populacdo, sendo
geralmente avos e pais. O parentesco médio e maximo da populacdo imputada em
relacdo a de referéncia foi maior no cenario B se comparado ao cenario A, contudo o
parentesco minimo foi maior em A (Tabela 2). Os coeficientes de parentesco médio e
maximo encontrados para as populacdes a serem imputadas em cada cenario foram

semelhantes aos encontrados para o conjunto amostral total (Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficientes minimo, médio e maximo de parentesco obtidos por meio de
matriz IBD para todas as amostras e para amostras imputadas em cada via
(54k para 65k e 65k para 54k)

Amostras Minimo Médio  Méaximo
Todas 0,00360 0,09620 0,21100
65k para 54k* (cenario A) 0,02072 0,09909 0,18300
54k para 65k* (cenario B) 0,01449 0,10030 0,21890

*Médias IBD obtidas para amostras imputadas em relacdo as de referéncia

3.2. Acuracia de imputacdo por SNP

A imputacdo de SNPs em duas vias trouxe aumento consideravel de informacgéo a
cada painel. Na Tabela 3 estdo descritos os numeros de SNPs compartilhados e
exclusivos de cada painel, bem como o numero total de SNPs apo0s a imputacdo em
duas vias. O ganho em numero de marcadores em relacdo ao painel imputado final
(64Kk) foi de 26% para o SNP50, ultrapassando o numero original de SNPs, e 12% para
o SNP70.
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Tabela 3 — Numero de marcadores dos chips Equine SNP50 BeadChip e Equine SNP70
BeadChip e comuns aos dois arranjos ap0s o controle de qualidade e numero

de marcadores remanescentes apds o processo de imputacdo em duas vias.

Painéis SNPs apés QC (n)
SNP50 46.712
*Exclusivos SNP50 7.048
SNP70 56.604
*Exclusivos SNP70 16.940
Painel comun (SNP50 e SNP70) 39.664
Painel apés a imputacéo 63.652

*SNPs que foram imputados para o outro painel

Para o cenario A (do painel de 65k para o de 54k) foram considerados 113
individuos para a populacéo referéncia e 236 para a imputada, dos quais 116 e 120 foram
genotipados com os arranjos de 54k e 65k, respectivamente. J4 para o cenario B (do
painel de 54k para o de 65k) foram considerados 50 individuos para a populagéo
referéncia e 299 para a imputada, dos quais 66 e 233 foram genotipados com 0s arranjos
de 54k e 65k, respectivamente. A utilizacdo de aproximadamente 50% das amostras como
referéncias e 50% como imputadas, permitiu manter numero satisfatorio de individuos
tanto para o processo de imputacdo quanto para o procedimento de avaliacdo de
acuracia.Para as populacfes imputadas, somente 0os genoétipos comuns aos dois painéis
foram considerados (39.664). Em cada cenario, os individuos genotipados com 0 mesmo
arranjo da populacdo referéncia, mas que foram incluidos no grupo a ser imputado,
tiveram seus genotipos exclusivos mascarados para posterior averiguacao da acuracia de
imputacdo. Com isso, ap6s o QC, os painéis de 54k o de 65k contaram com 7.048 e
16.940 marcadores exclusivos, respectivamente.

As médias de CR para os cenarios A e B foram 0,9815+0,02882 e 0,9751+0,03731,
e para r? alélico foram 0,9791+0,04209 e 0,9740+0,04911, respectivamente. As acuracias
de imputacdo na via 65k para 54k foram maiores que na via oposta. Também foram
analisadas as acuracia de imputacdo em cada cenario pela média de CR e r? alélico para

cada intervalo de MAF.
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Taxa de concordancia por intervalos de MAF
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Figura 2 — Eficiéncia de imputagdo em diferentes cenarios e em diferentes intervalos de
MAF (eixo x) dado pelas médias de taxa concordancia (CR) e r?alélico (eixo y).

Cada tipo de linha e ponto representa um cenario diferente de imputacéo.

Como esperado para CR, as maiores acuracias foram obtidas para os menores
intervalos de MAF (Figura 2). A correlacéo alélica (r?) tem sido comumente utilizada para
estimar a acuracia de imputacdo para alelos com MAF baixas, por minimizar a
dependéncia da frequéncia alélica (SARGOLAZEI et al., 2014). Contudo, o calculo de r?
dado por SNPs (e ndo por amostras) requer grande quantidade de animais para compor o
conjunto imputado, de modo a obter estimativas ndo viesadas (VENTURA et al., 2016).
Ainda, segundo Browining e Browining (2009), € necessario que o tamanho da amostra
seja suficientemente grande para conter numero minimo de alelos com baixa MAF a serem
imputados, caso contrario valores de r* poderiam ser estimados com erros-padrdo muito
elevados. A partir disso, as estimativas de correlacéo alélica podem ser pouco confiaveis
para cendrios de imputagdo que utilizam poucos animais, como 0s apresentados neste
trabalho.

Por sua vez, o CR nédo é afetado pelo tamanho da populagdo. Contudo, como
relatado por MA et al. (2013) a taxa de concordancia tende a ser superestimada,
principalmente quando se trata de alelos raros ou de MAF baixa. Outros fatores que
podem afetar a taxa de concordancia seriam a composicdo genética entre amostras
referéncias e imputadas, bem como a densidade de marcadores dos arranjos a ser
imputados. Em trabalho conduzido por Chud et al. (2015), utilizando bovinos de corte da
mesma raca, a CR variou de 0,75 a 0,97 aproximadamente, entre imputacdes feitas de
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arranjo de 3k para HD (777k) e de arranjo de 80k para HD, respectivamente. Por outro
lado, nimeros demasiadamente baixo de marcadores (1-2k) a serem imputados podem
diminuir ligeiramente a acuracia de imputacdo como visto por Ogawa et al. (2015) em
bovinos. Estimativas muito baixas de CR em intervalos de MAFs inferiores a 0,1 podem
revelar baixa confiabilidade dos gendtipos imputados tendo em vista que seriam, em geral,

valores superestimados.

3.3. Acuracia de imputacao por amostra

Com relacdo as amostras imputadas, as acuracias foram obtidas por meio de
médias de CR e r? alélico (Tabela 4). Posteriormente, com o intuito de investigar o impacto
do parentesco sobre a acuracia de imputacao, foram obtidas acuracias para subconjuntos
divididos de acordo com as médias IBD para as amostras imputadas obtidas em cada
cenario, em que os individuos com coeficiente de parentesco acima da média foram
classificados como de alto parentesco e os abaixo da média como de baixo parentesco
(Tabela 4). Devido ao numero reduzido de amostras no presente estudo, a criacdo de
cenarios extras com base no numero de individuos que compdes cada populacdo
(referéncia ou imputada) ndo seriam relevantes.

N&o foram observadas diferencas significativas entre as médias de CR e r? alélico
para as amostras imputadas em ambos 0s cenarios, bem como para as de alto e baixo
parentesco. Nota-se que as médias de CR e de r? alélico para amostras de alto parentesco
tiveram menores desvios-padrdo, se comparado as de baixo parentesco, tanto para o
cenario A, quanto para o B. No entanto, no cenario B foram observados desvios-padrao
maiores, possivelmente relacionados a estrutura de parentesco entre as amostras

imputadas e referéncias e o menor nUmero de amostras presentes.
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Tabela 4 — Acurécias de imputacdo dadas por taxa de concordancia (CR) e r? alélico
considerando todas as amostras imputadas, as amostras com parentesco
acima da média IBD e abaixo da média IBD para os cenarios A e B em

equinos de corrida da raca Quarto de Milha.

Médias
Cenario Via Pop. Imputada de CR DP! Min. Max. Mediana
A 65k para 54k  Todos (n=120) 0.9814 0,01173 0,9152 0,9989 0,9851

Alto parentesco (n=56) 0,9841 0,00769 0,9671 0,9952 0,9864
Baixo parentesco (n=58) 0.9794 0.01013 0.9534 0.9961 0.9813

B 54k para 65k  Todos (n=66) 0,9751 0,01362 0,9408 0,9949 10,9774
Alto parentesco (n=30) 0,9801 0,01108 0,9536 0,9949 0,9825
Baixo parentesco (n=34) 0,9704 0,01412 0,9408 0,9911 0,9738

Médias
Cenarios Via Pop. Imputada de r? DP Min. Max. Mediana
A 65k para 54k  Todos (n=120) 0,9868 0,00779 0,9538 0,9997 0,9894

Alto parentesco (n=56) 0,9884 0,00631 0,9733 0,9967 0,9904
Baixo parentesco (n=58) 0.9848 0.00789 0.9643 0.9974 0.9872

B 54k para 65k  Todos (n=66) 0,9811 0,01098 0,9527 0,9968 0,9828
Alto parentesco (n=30) 0,9849 0,00930 0,9630 0,9968 0,9870
Baixo parentesco (n=34) 0,9775 0,01127 0,9527 0,9943 0,9792

"Desvio-padréo

No cenario A (65k para 54k) ndo foi observada influéncia do parentesco sobre a
acuracia de imputacéo (p > 0,1). Contudo, no cenario B animais com maiores coeficientes
médios de parentesco em relacdo a populagdo referéncia obtiveram maior acuracia de

imputacéo (p < 0,01) (Figura 3).
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Figura 3 — Regresséo da taxa de concordancia (CR) (eixo y) e o coeficiente de parentesco
dados pelas medias IBD entre amostras da populacdo de imputacdo e
referéncia (eixo x) em dois cenarios em equinos de corrida da raca Quarto de
Milha.

Os coeficientes de determinacdo (R?) foram baixos para ambas as situacées (0,029
e 0,113 para os cenarios A e B, respectivamente), indicando que, neste estudo, a acuracia
de imputacdo nao foi fortemente influenciada pelo grau de parentesco entre os individuos
das populacdes imputadas e referéncias. Diferentemente dos resultados encontrados aqui,
estudos conduzidos por Chud et al. (2015) mostraram forte relagédo do grau de parentesco
dos individuos da populacdo com a acuracia de imputacdo. Embora o software Fimpute
combine metodologias de imputacdo (familia e populacdo), o método baseado em
populacao difere da maioria dos outros softwares, pois assume que todos os animais estao
relacionados entre si com algum grau de parentesco. Segundo Kong et al. (2008), a
informacéo de pedigree é fator importante para a identificacdo da fase dos haplétipos e a
imputacdo. Contudo, ganhos significativos de acuracia tém sido obtidos apenas em
situacbes em que individuos genotipados com diferentes painéis sdo geneticamente
préximos e as imputacdes ocorrem de painéis de baixa densidade (384, 3k ou 6k) para os
de alta (HD) (SARGOLZAEI et al., 2014).

Pesquisas que avaliaram o impacto da informacao de parentesco em imputagcdes de
genotipos em bovinos consideraram milhares de animais e varias geragdes completas em
seus pedigrees (SARGOLZAE]I, et al., 2014; PICCOLI et al., 2014; VENTURA et al., 2016).
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No caso aqui estudado, a inclusdo da informacéo de pedigree seria irrelevante, levando
em consideracdo o pequeno numero de SNPs a ser imputados em relacdo aos que as
amostras genotipadas possuem em comum e 0 conjunto amostral total ser relativamente
pequeno. Além disso, a ndo disponibilizacdo de forma sistematizada de arquivos de
parentesco por parte das associacdes de criadores, bem como a ocorréncia de erros de
registro, poderiam acarretar perdas de acuracia no processo de imputacao.

O fato de que os animais aqui estudados sdo relativamente proximos
geneticamente, sobretudo se forem tomados o0 parentesco minimo entre as amostras
imputadas e as de referéncia de 0,02072 para o cenério A e de 0,01449 para o cenério B
(Tabela 3), indicando grau importante de parentesco mesmo entre os individuos menos

aparentados, contribuiu para a imputacéo de genoétipos com acuracia elevada.

3.4. Acuracia de imputacdo por cromossomo

As médias de CR por cromossomo variaram de 0,9505 a 0,9845 e 0,9592 a 0,9877,
e as de r® alélico de 0,9536 a 0,9840 e 0,9544 a 0,9862 para 0s cendrios B e A,
respectivamente (Figura 4). Foram observadas valores baixos de CR e de r? para ECA 3,
12, 13 e 25 no cenario B, e para ECA 6 e 12 no cenario A. Os valores médios de CR e de
r> encontrados para cada cromossomo sdo semelhantes aos relatados por PICCOLI et al.
(2014) e VENTURA et al. (2016). Entretanto, as acuracias médias para cada cromossomo
nao seguiram os padrbes descritos por Piccoli et al. (2014) em estudo conduzido com
bovinos de corte. Nesse estudo, o comprimento cromossomico foi associado com a
precisdo da imputacdo, em que a maior CR foi encontrada para o cromossomo 1 e a

menor para o 28, respectivamente o maior e 0 menor cromossomao bovino.
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Figura 4 — Acurédcia de imputacdo em diferentes cenarios para cada cromossomo
autossomo equino (31) (eixo x) dado pelas médias de concordancia e r?
alélico (eixo y) entre gendtipos reais e imputados. Cada tipo de ponto

representa um cenario de imputacéao diferente.

A figura 5 mostra a plotagem dos CR para cada SNP em cada cromossomo. No
cenario A nota-se no ECA 6 (menor média de CR para esse cenario) baixa acuracia de
imputacdo em uma grande porcéo na regido terminal do cromossomo e para ECA 12 e 13
em regido central. O cenario B mostrou, em geral, maior disperséo dos valores de acuracia
de imputacdo em praticamente todos 0s cromossomos, principalmente a partir do ECA 17.
Observou-se baixa acuracia de imputacdo em porc¢des inicial e final do ECA 3 e central
para ECA 12 (cromossomos que obtiveram menores médias de CR para esse cenario).

Ventura et al. (2016) analisaram regifes proximais e teloméricas (utilizando 100
SNPs para cada extremidade) em cada um dos 26 cromossomos autossémicos de ovinos.
Esses autores constataram que a maioria dos cromossomos apresentaram problemas em
pelo menos uma das extremidades, com exce¢do do cromossomo 26, que apresentou
acuracia superior a 60% em ambas as extremidades. Tal fato ndo foi observado aqui, em
gue SNPs com baixa acuracia de imputagdo foram distribuidos por toda a extensdo dos

cromossomaos.
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Figura 5 — Acuracia de imputacdo dado por CR (eixo y) pra cada SNP e cromossomo
(eixo x) em dois cenarios (A e B) em equinos de corrida da raca Quarto de
Milha.

4. Conclusdes

O ganho de informacdo de gendtipos com qualidade para todas as amostras de
cavalos de corrida da ragca Quarto de Milha utilizadas neste estudo, proporcionado pela
imputacdo em duas vias (do painel de 65k para o de 54k e do de 54k para o de 65k), foi
consideravel, sobretudo por se tratar de estudo com tamanho amostral reduzido, situacéo
comum em pesquisas realizadas com equinos quando comparadas com pesquisas
desenvolvidas com outras espécies de interesse zootécnico, como, por exemplo, a bovina.

As estratégias de imputacdo e avaliacdo de acuracia adotadas no presente trabalho
foram eficazes e poderdo ser Uteis em situacfes semelhantes as aqui encontradas, ou
seja: tamanho amostral relativamente pequeno; animais genotipados exclusivamente com
um ou outro arranjo; inconsisténcias nas informacbes de genealogia, porém com

individuos geneticamente proximos.
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CAPITULO 3 - Estudo de associagcdo ampla genoma em equinos de corrida da raca
Quarto de Milha

RESUMO - Equinos de corrida raca Quarto de Milha tém o melhor desempenho em
corridas de curtas distancias do que qualquer outra raga. Apesar de, no Brasil, o efetivo de
animais ser relativamente menor na linhagem de corrida do que nas demais, sua
importancia econémica é substancial. Tendo em vista o interesse econdmico e cientifico
relacionado a esta caracteristica atlética, poucos esfor¢os tém sido realizados para a maior
compreensao de seus mecanismos genéticos e fisioldgicos. O objetivo deste trabalho foi
realizar estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS) em cavalos da linhagem de
corrida da raca Quarto de Milha por meio da utilizacdo de chips equinos de genotipagem
de SNPs, visando a prospeccdo de regibes cromossbmicas, genes e polimorfismos
relacionados ao desempenho. Para isso, foram utilizadas inicialmente informacdes
genotipicas e fenotipicas de 360 equinos genotipados com chips de 54k ou de 65k. O
GWAS foi realizado com base no método single step GBLUP por meio de duas
abordagens: ssGWAS1, em que somente efeitos de SNPs sdo reestimados a cada
iteracdo, e SSGWAS2, em que a cada iteracdo sao reestimados efeitos de SNPs a partir de
valores genético genbmico (GEBVs) reestimados. Foram encontradas 21 regides
explicando mais que 1% da variancia genética total (gVar) da caracteristica indice de
velocidade maximo (IV max) para ssGWASL1 e 12 para ssGWAS2. No total mais de 40%
da gVar foi explicada por estas regides para SSGWASL1 e cerca de 30% para sSGWAS?2.
Entre os cromossomos que explicaram mais de 1% da variancia genética, cinco foram
comuns aos dois métodos (ECA 3, 10, 15, 22, 25). A capacidade de capturar maior
guantidade de QTLs de menor efeito foi superior no ssGWAS1 se comparado ao
SSGWAS2. Foram identificados 108 genes na primeira abordagem e 59 na segunda.
Assim, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o desempenho em corridas na
raca Quarto de Milha, dado pelo IV max, € caracteristica quantitativa e que ndo ha
ocorréncia de major genes. De forma geral, os genes PDZRN3, PPP4R2, SLC31A1,
SLC31A2, GEN1, SMC6, WHRN, SYT4, ABCG5, ABCG8, PLEKHH2, MICAL1, COL11A1,
COL27A1 e COX20, os quais foram destacados por meio de andlise de enriguecimento,
estdo relacionados ao sistema neuromotor, ao desenvolvimento 6sseo e de tenddes, a
respostas hormonais, a contracdo muscular, e ao metabolismo energético e de esterais.
Estas funcBes podem ser consideradas de relevancia para a caracteristica estudada,
corroborando estes genes como candidatos para o desempenho em corridas nha raca
Quarto de Milha.

Palavras-chave — arranjo de SNPs, InDels, polimorfismos, single-step GWAS, SNPs
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GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY IN RACING QUARTER HORSES

ABSTRACT - Quarter Horses of racing are able to run short distances faster than
any other breed. Although in Brazil the effective number of animals in the racing line is
relatively smaller compared to the other lines, its economic importance is substantial.
Despite economic and scientific interest in this athletic trait, few efforts have been made to
better understand the genetic and physiological mechanisms underlying this trait. The
objective of this study was to perform genome-wide association studies (GWAS) in Quarter
Horses of the racing line using equine SNP genotyping chips for prospecting chromosome
regions, genes and polymorphisms related to performance. Genotypic and phenotypic data
from 360 horses genotyped with the 54k or 65k chip were used. GWAS was performed by
the single-step GBLUP method using two approaches: ssGWAS1 in which only SNP
effects are recalculated at each iteration, and ssGWAS2 in which SNP effects are
recalculated from genomic estimated breeding values (GEBVS) at each iteration. Twenty-
one regions that explained more than 1% of the total genetic variance (gVar) in the
maximum speed index were identified by sSGWAS1 and 12 by SSGWAS2. More than 40%
of gVvar was explained by these regions in ssGWAS1 and about 30% in ssGWAS2. Among
chromosomes that explained more than 1% of genetic variance, five were common to both
methods (ECA 3, 10, 15, 22, 25). The capacity to capture the largest number of small-effect
QTLs was greater for sSGWAS1 than ssGWAS2. A total of 108 genes were identified with
the first approach and 59 with the second approach. Taken together, the present results
show that the racing performance of Quarter Horses, given by the maximum speed index,
is a quantitative trait and that no major genes exist. In general, the PDZRN3, PPP4R2,
SLC31A1, SLC31A2, GEN1, SMC6, WHRN, SYT4, ABCG5, ABCG8, PLEKHH2, MICAL1,
COL11A1, COL27A1 and COX20 genes, which were identified by enrichment analysis, are
related to the neuromotor system, bone and tendon development, hormonal responses,
muscle contraction, and energy and sterol metabolism. These functions are considered
important for the trait studied, corroborating these genes as candidates for racing
performance in the Quarter Horse breed.

Keywords: SNP array, InDels, polymorphisms, single-step GWAS, SNPs
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1. Introducgéo

Originaria da América do Norte, a raca Quarto de Milha € uma das mais criadas no
mundo (ABQM, 2016). Introduzida no Brasil em 1969, tem sido amplamente utilizada no
trabalho a campo, em provas funcionais e de velocidade (ABQM, 2016). Destacadamente,
equinos de corrida desta raca tém o melhor desempenho em corridas de curtas distancias
do que qualquer outra (AMERICA’'S HORSE DAILY, 2008). Apesar de, no Brasil, o efetivo
de animais ser relativamente menor na linhagem de corrida do que nas demais, sua
importancia econdmica € substancial (LIMA et al., 2006). Tendo em vista o interesse
econdmico e cientifico relacionado a esta linhagem e a sua aptiddo para corridas, poucos
esforcos tém sido realizados para a maior compreensdo dos mecanismos genéticos que
governam esta caracteristica (MEIRA et al., 2015a,b ; PEREIRA et al., 2016a,b), bem
como para o melhoramento de equinos de corrida da raca Quarto de Milha (CORREA;
MOTA, 2007).

Estudos de associacao entre polimorfismos de DNA e desempenho em corridas de
cavalos tém sido realizados, principalmente na raca Puro-Sangue Inglés (PSI), tanto de
forma pontual (GU et al., 2010; HILL et al., 2010c), quanto de forma ampla (SHIN et al.,
2015). Entretanto, os resultados encontrados por Pereira et al. (2016a;b) mostraram que
alguns marcadores apropriados para a raca inglesa ndo sdo Uteis para a identificacdo de
animais superiores para desempenho em corridas no Quarto de Milha. Com o intuito de
encontrar genes e polimorfismos de DNA especificos para a linhagem de corrida da raca
Quarto de Milha e ligados a velocidade e ao desempenho em provas, Meira et al.
(2015a;b) realizaram estudos de assinaturas de selecdo e de associacdo ampla do
genoma (genome wide association study — GWAS). Entretanto, devido ao pequeno
ndamero de animais utilizado, os resultados obtidos ndo foram terminantes em determinar
variantes genéticas associadas ao desempenho em corridas em equinos da raca.

Tal como ocorre em humanos (SCHRODER et al., 2011), o desempenho atlético em
equinos deve ser influenciado por grande niumero de regides cromossémicas, ou seja, por
muitos genes de pequeno efeito. Estudos genémicos a partir de painéis de SNPs podem
ser empregados tanto para deteccdo de QTLs por meio de GWAS, quanto para predicédo
de valores genéticos gendmicos (genomic estimated breeding value — GEBVS) utilizados
na selecédo gendmica (genome selection — GS) (GODDARD & HAYES, 2007; RESENDE et
al., 2012). Convencionalmente, o GWAS procura encontrar associacbes entre locos e
caracteristicas fenotipicas por meio de testes de hipoteses, visando detectar efeitos com

significancia estatistica. De modo a evitar a ocorréncia de falsos positivos, o0 GWAS pode



45

ser penalizado para altas taxas de falsos negativos devido ao uso de pontos de corte muito
rigorosos (RESENDE et al.,, 2012). Deste modo, apenas marcadores ligados a QTLs de
grande efeito tendem a ser identificados. A GS, realizada por métodos bayesianos e
gBLUP (genomic BLUP), de forma semelhante ao GWAS, é aplicada a todo o genoma,
porém de forma simultanea e fundamentando-se em estimacédo e predi¢cdo de efeitos ao
invés de testes de hipoteses (RESENDE et al., 2012). O método ssGBLUP (single-step
GBLUP) foi, inicialmente, descrito para realizacdo de GWS. Contudo, Wang et al. (2012)
descreveram adaptacédo do ssGBLUP para estudos de GWAS (sing-step GWAS), em que
sdo utilizados processos iterativos com ponderadores para os marcadores genéticos, e, a
partir disso, sdo obtidos os GEBVs e o0s efeitos dos polimorfismos. O processo leva a
ganhos na deteccdo de regides gendmicas de importancia para a caracteristica de
interesse, por evidenciar a presenca de QTLs de maior efeito ou de maior nimero de QTLs
de pequeno efeito (WANG et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi realizar estudo de associagdo ampla do genoma
(GWAS) em cavalos da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha por meio da
utilizacdo de chips equinos de genotipagem de SNPs e do método ssGBLUP, visando a

prospeccao de QTLs e genes possivelmente relacionados ao desempenho.

2. Material e Métodos

2.1. Animais, coleta de sangue e extragcdo do DNA

Foram utilizados 360 equinos da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha, 78
machos e 282 fémeas, registrados na associacdo brasileira de criadores (Associacéo
Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha — ABQM). Estes animais séo filhos de
83 garanhdes e 249 éguas, resultando em média de 4,3 progénies/garanhdo e 1,4
progénies/égua, eram pertences de 159 criadores, e encontravam-se alojados no Jockey
Club de Sorocaba (Sorocaba/SP — Brasil) e em 25 propriedades rurais localizadas em
cidades do interior estado de Sao Paulo/Brasil. Deste total, 120 cavalos tiveram o sangue
coletado no ano de 2011. Os demais, n= 240, foram coletados em 2015. A coleta e,
consequentemente, a presenca de irmaos completos na amostra foi evitada. Todos o0s
procedimentos envolvendo os animais foram realizados segundo as normas brasileiras de
bem-estar animal (Protocolo n° 157/2014 — Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA,
FMVZ, Unesp, Botucatu/S&o Paulo/Brasil).
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O processo de extracdo do DNA a partir de aliquotas de sangue foi realizado por
meio do lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Ao final do procedimento de extracdo, o DNA foi quantificado no
espectrofotometro de pequenos volumes NanoDrop Lite (Thermo Scientific, EUA) e
analisado quanto a sua integridade em gel de agarose a 0,8%. ApOs 0 ajuste para a
concentracdo de trabalho necessaria a genotipagem dos SNPs (entre 40 e 60 ng/uL), as

amostras foram armazenadas a -20 °C.

2.2. Controle de qualidade de genotipagem e imputacdo de genotipos

Os painéis utilizados neste trabalho foram o Equine SNP50 BeadChip (lllumina, Inc.,
EUA), o qual possui em sua matriz 54.602 marcadores (54k) e o Equine SNP70 BeadChip
(llumina, Inc., EUA), sucessor comercial do EquineSNP50 BeadChip, que possui 65.157
marcadores (65k). Entre o primeiro painel e o segundo, ha 45.703 marcadores comuns, ou
seja, os painéis de 54k e 65k possuem 8.899 e 19.454 marcadores ndo compartilhados,
respectivamente. Dos 360 equinos utilizados neste estudo, 120 foram genotipados no ano
de 2011 com o Equine SNP50 BeadChip. As demais amostras de DNA (n= 240) foram
genotipadas no ano de 2015 com o Equine SNP70 BeadChip. A leitura de ambos os
arranjos foi realizada por meio do sistema HiScan (lllumina, Inc., EUA). Os controles de
qualidade (quality control — QC) das informacdes de genotipagem, para individuos
analisados por um ou outro arranjo — 54k (n= 120) e 65k (n= 240), foram realizados por
meio do pacote snpStats (CLAYTON, 2015) do programa R v.3.3.1 (R Core Team, 2016).
Em relacdo aos individuos, animais com call rate abaixo de 0,90 foram excluidos do
conjunto amostral. No que diz respeito aos SNPs, foram excluidos os localizados no
cromossomo X, os com call rate inferior a 0,9, e os com p-value inferior a 1x10™ para o
equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium — HWE) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Numero de marcadores dos chips Equine SNP50 BeadChip e Equine SNP70

BeadChip e numero de SNPs excluidos por cada critério de QC utilizado.

Critérios utilizados para exclusdo de

- SNP50 (n) SNP70 (n)
Call rate < 0,9 4 7
Amostras remanescentes 116 233
Critérios utilizados para exclusdo de SNPs SNP50 (n) SNP70 (n)
SNPs genotipados 54.602 65.157
Localizados no cromossomo X 3.223 3.411
Call rate < 0,9 148 504
Equilibrio de Hardy-Weinberg — p < 1x107 4.519 4.638
SNPs remanescentes 46.712 56.604

As informacdes utilizadas para a realizacdo da imputacdo de gendtipos em duas
vias (i.e. do 54k para o de 65k e do 65k para o de 54k) foram relativas ao numero de
individuos e SNPs obtidos ap6s o QC. A imputacdo dos gendtipos foi realizada por meio
do programa Fimpute v.2.2 (SARGOLZAEI et al., 2014).

Na imputacdo em duas vias independentes foi utilizado primeiramente o painel de
65k como referéncia e o 54k como imputado. Para isso foram considerados todos os
marcadores presentes no 65k e somente os marcadores em comum do SNP50 (45k). Os
marcadores ndo compartilhados (9k) foram novamente acrescentados ap0s a imputacao.
Deste modo, as amostras genotipadas com o painel de menor densidade (54k) passaram
a ter também os gendtipos exclusivos do de 65k. O mesmo procedimento foi realizado na
segunda via, em que houve apenas a inversao dos painéis utilizados como referéncia e
imputado. Assim, as amostras genotipadas com o arranjo de 65k passaram a ter também
0s genotipos exclusivos do painel de 54k. Posteriormente, ambos os painéis imputados
foram ordenados e concatenados, formando um conjunto com individuos genotipados para
todos os marcadores disponiveis nos painéis de 54k e 65k. O critério de QC minor alelle
frequency — MAF (MAF< 0,05) foi aplicado ao painel de genotipos ja imputado em duas
vias, o qual foi utilizado nas analises de GWAS.

Apés o controle de qualidade de genotipagem e a imputacdo de genotipos
exclusivos, foram conduzidas andlises para investigacdo de estratificacdo populacional no
conjunto amostral utilizado. Para isso foram obtidos os valores de inflagdo genémica por

meio do fator de inflagdo da variancia (VIF) e realizada a analise de componentes
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principais (PCA) utilizando o software Plink 1.9 (PURCELL et al., 2007). Os valores de A
foram obtidos por meio de associacdo simples entre gendtipos e os fendtipos nao
corrigidos para efeitos sistematicos de ambiente e, posteriormente, entre 0os genotipos e
fendtipos corrigidos (EBV) obtidos para cada animal. Para obtencéo dos EBVs foi utilizado
0 programa blupf90 (MISZTAL, 2014), em que foram incluidas as informacéo de parentes
(matriz de parentesco) e ajustes para efeitos fixos seguindo o0 modelo estatistico a ser
utilizado para o ssGWAS. A visualizacdo de subestruturas foi realizada por meio da
plotagem dos dois primeiros componentes principais, PC1 e PC2, utilizando o pacote
ggplot2 (WIKIHAM, 2009) do programa R v.3.3.1 (R Core Team, 2016).

2.3. Informagdes fenotipicas

Os dados de desempenho dos cavalos Quarto de Milha de corrida, atualizados até
0 més de dezembro de 2015, foram obtidos junto ao Departamento de Estatistica ou ao
banco de dados online do Jockey Club de Sorocaba (http://www.jcsorocaba.com.br/indice-
de-velocidade/) e junto ao banco de dados online Equibase
(http://www.equibase.com/homehorseplayer.cfm).

Foi utilizado o registro de desempenho dado pelo indice de velocidade (IV) maximo
(IV max) obtido ao longo do histérico de competicdo de cada animal. Para a maior parte
dos individuos utilizados foram encontradas informacéo de IV, contudo para outros foram
encontradas apenas informacédo de IV max. Como o IV médio apresenta alta correlacéo
com o IV max (r = 0,8762; PEREIRA et al., 2016b) optou-se por utilizar o IV max a fim de
gue nao houvesse perda de informagdes de desempenho. Ainda, com objetivo de garantir
a confiabilidade da medida IV max, foram considerados para o0 GWAS apenas individuos
com trés ou mais corridas em seu historico de competicéo.

Parametros genéticos e estatistica descritiva para a caracteristica IV max estédo
apresentados na Tabela 2. Os componentes de variancia foram estimados por método
bayesiano, por meio de amostrador de Gibbs, utilizando os programas gibbs1fo0 e
postgibbs1fo0 (MISZTAL, 2). As amostras dos componentes de variancia foram obtidas de
cadeia de 500.000 ciclos. Os 50.000 ciclos iniciais foram descartados (burn-in) e as
amostras foram retiradas a cada 50 ciclos (thinning interval), totalizando 9.000 amostras. A
partir das amostras obtidas foram calculadas as médias posteriores para 0os componentes
de variancia, a herdabilidade e os desvios-padrdo posteriores para cada parametro por
meio do programa R v.3.3.1 (R Core Team, 2016). O modelo estatistico utilizado foi: y =

XB + Za + e, onde: y € o vetor de observacdes; B € o vetor de efeitos fixos (sexo, idade e
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ano da corrida referentes a observacdo do IV max), os quais foram testados por meio de
analise de modelo linear; a é o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos; X € a matriz de
incidéncia; Z é a matriz de incidéncia dos efeitos aleatorios genéticos aditivos diretos; e é o
vetor do efeito residual. A matriz de parentesco contou com a informacéao de 620 animais

dos quais 492 tinham informacéo de 1V max.

Tabela 2 — Estimativas de componentes de variancia (6% e ¢2), herdabilidade (h?) e
estatistica descritiva para a caracteristica IV max em cavalos de corrida da

raca Quarto de Milha.

Pardmetros genéticos  Média (PSD*)

h? 0,118 (0,062)
g 6,809 (3,609)
o2 50,74 (4,848)
Estatistica descritiva

Média 97,3
Desvio-padrao 8,12
Minimo 72,0
Maximo 120,0
Mediana 98,0

* desvio-padréo a posteriori.

2.4. Estudo de associacdo ampla do genoma

Com o objetivo de encontrar regides gendmicas que expliqguem parte importante da
variancia genética total da caracteristica IV max, foram estimados efeitos de SNPs e
variancias explicadas por janelas de SNPs por meio de single-step GWAS (ssGWAS)
como descrito por Wang et al. (2012). As analises foram realizadas pelo pacote de
programas computacionais blupf90 (MISZTAL et al., 2002; AGUILAR et al., 2011).

Para o ssGWAS foi aplicado modelo estatistico descrito no item 2.3. As variancias
de a e e foram dadas por:

var[] = Hgg Igg]
em que, o2 e g2 s&o a variancia genética total e residual, respectivamente, e H é a matriz
gue combina as matrizes de parentesco baseado no pedigree e no genoma, como em

Aguilar et al. (2010). A sua inversa é:

0 0
-1 _ -1
Ht= a7 g g2 )
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em que, A € o numerador da matriz de pedigree para todos os animais; A,, € o numerador
da matriz de pedigree para animais genotipados; e G € a matriz de parentesco genémica.
A matriz G, construida com base em VanRaden et al. (2008), assume frequéncias alélicas
da populacdo sob analise e ajusta para compatibilidade com A,, (CHEN et al., 2011,
VITEZICA et al., 2011).

A equacdo para predicdo de efeito de SNP que utiliza matriz de parentesco
gendmica ponderada G*, proposta por Wang et al. (2014), foi dada por: & = ADZ'G" 4, =
DZ'[ZDZ']~'44 onde, A € uma razéo de variancias ou uma constante de normalizag&o e 3,

2
é 0GEBV.Emque 1 =2 = M; , onde M é o numero de SNP e p é frequéncia do
Oaq Zizl 2pi(1-p;)

segundo alelo do i-th marcador;D é a diagonal da matriz de ponderacdo para as
variancias de SNP (D =1 para GBLUP); Z é a matriz que relaciona os genoétipos de cada
loco, e e G* € a matriz de parentesco gendmica ponderada. Estimativas de efeito de SNP
foram utilizadas para estimar a variancia individual do efeito de cada marcador (ZHANG et
al., 2010) conforme segue: a;; = u?2p;(1 — p;).

Para o GWAS, os efeitos de SNP foram obtidos a partir de GEBVs ou EBVs de
individuos genotipados seguindo a metodologia e algoritmo descritos por Wang et al. 2014,
como segue: 1. t = 0,D) =[Gy = ZDpyZ' 45 2. Computar &, por ssGBLUP; 3. Calculo
de: ¢y = ADHZ'G(p'4q; 4. Célculo de: Gy = ﬁiz(t)Zpi(l—pi) para todos i como em

tT(D(O) )

Zhang et al. (2010); 5. Normalizag&o por: D41y = (D)
(t+1)

D{t+1); 6. Calculo de Giyyqy =

ZDw+1)Z' A; 7.t = t + 1; 8. Parar, ou voltar ao passo 2 ou passo 3. Em que t representa o
namero de interacdes e i o i-th SNP, ao retornar ao passo 3 (ssGWASL1) é aplicado uma
matriz G* “re-ponderada” em que somente a predicdo dos efeitos de SNP sao
recalculados. Ao retornar para o passo 2 (ssGWAS2) ambos os efeitos, de animal e SNP,
sdo recalculados. Foram utilizadas cinco iteracdes nos diferentes cenarios (SSGWASL1 e
SSGWAS?2) e janelas de SNPs com tamanhos de 250 Kb, 500 Kb e 1 Mb.

A porcentagem da variancia genética explicada pela i-th regido foi calculada como

segue:

Var(s: VaT(E'z .’\.)
g ) o 100% = ’—2121”1

Oq Oq

X 100%
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onde s; é valor genético da i-th regido, que consistem em janelas de 1 Mb com diferentes

nimeros de SNPs, ¢/ é a variancia genética total, Z; é vetor de contetdo genético do j-th

SNP para todos os individuos, e 1, € efeito marcador da j-th SNP na regido i-th.

2.5. Anotacao de genes e analise funcional

Para a prospeccdo de genes nas regides cromossOmicas consideradas de
importancia e para as analises de enriquecimento foram consideradas janelas de SNPs de
1 Mb de tamanho e que explicaram, pelo estudo de GWAS, proporcdo da variancia
genética (gVar) maior que 1%. As posicdes e os nomes de cada gene foram determinados
com base na montagem mais recente da sequéncia do genoma equino (EquCab2.0) por
meio do pacote BioMart (DURINCK et al., 2009) do programa R (R Core Team, 2016). A
analise de enriquecimento foi realizada por meio do pacote topGO do programa R (ALEXA
e RAHNENFUHRER, 2016), utilizando os genes que estavam contidos em janelas de
SNPs com gVar maior que 1% (genes alvo) e um universo de genes localizados em
janelas de SNPs com gVar maior que 0,1%. Para isso foi considerado o algoritmo padréo
do pacote topGO (opcao “weigth01”) e aplicado o teste estatistico de Fisher com

significancia a 5%.
3. Resultados e Discusséao
3.1. Dados utilizados e estratificacdo da populacao

Dos 349 individuos que passaram pelo controle de qualidade de genotipagem, 44
animais foram excluidos por ndo apresentarem informacdo de IV max (n= 12) ou por
apresentarem em seu histérico menos de trés corridas (n= 32). Assim sendo, restaram 305
cavalos genotipados e com informagBes confiaveis de desempenho. Adicionalmente,
foram incorporadas as analises de ssGWAS informacdes de 187 cavalos da raca Quarto
de Milha ndo genotipados, mas presentes na matriz de parentesco. Estes individuos
possuiam registros de IV max e mais de trés corridas em seu histérico. Dessa forma,
foram utilizados para o GWAS os registros de IV maximo de 492 animais e informacgdes de
pedigree de 620 cavalos.

A imputacdo de genotipos em duas vias trouxe aumento consideravel de informacéo
a cada painel. Ap6s o QC, os dois painéis passaram a contar com 39.664 SNPs

compartilhados e 7.048 e 16.940 marcadores exclusivos para os arranjos de 54k e 65Kk,
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respectivamente. A densidade final do painel imputado foi de 63.652 SNPs sem o filtro de
MAF. O ganho em numero de marcadores em relagdo ao painel imputado final foi de 26%
para o SNP50, ultrapassando o namero original de SNPs, e 12% para o SNP70. Apos a
aplicacao do filtro de MAF (MAF< 0,05) foram excluidos 8.538 SNPs. Com isso, o painel
imputado passou a contar com 55.114, os quais foram efetivamente utilizados na analise
de associagao.

A andlise de componentes principais, que utilizou 305 individuos, mostrou
subestruturas na populacéo estudada (Figura 1). Contudo, estas ndo foram claramente
distintas. A aplicagdo dos modelos mistos foi eficiente para correcdo do viés causado pela
estratificacdo. Modelos mistos podem modelar a estrutura de populacéo e de familia, bem
como a relacdo de parentesco de individuos nédo genotipados ou mortos (PRICE et al.,
2010). Ao estudar métodos de correcdo de estratificacdo em nove caracteristicas
guantitativas em humanos, Kang et al. (2010) mostraram que a utilizacdo de modelos
mistos foi mais eficiente na correcdo da inflagdo gendmica do que outros métodos.
Contudo, faz-se necessario a incorporacdo de componentes principais no modelo quando
observado alto valor de inflacdo genémica em conjunto amostral com grau significativo de
parentesco (PRICE et al.,, 2010). As estimativas de VIF obtidas neste estudo foram de
A=1,11 com a utilizacdo dos fenotipos néo corrigidos e A=1,01 com os fendtipos corrigidos
(EBVs).
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Figura 2 — Representacao dos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) e as
porcentagens das variancias explicadas por cada componente. Na parte
superior direito € dada a % acumulada da variancia explicada (Cumalated
variance) dos CP1 e CP2 em relagcdo aos dez primeiros PCs. Na parte inferior
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direita estdo representados os autovalores de 10 PCs, em que estdo
destacados os PC1 e PC2.

3.2. Associacdo ampla do genoma

Nos estudos de GWAS foram empregadas duas abordagens, ssGWAS1 e
SSGWAS?2. Isto se deveu ao fato de cada uma delas utilizar procedimentos diferentes para
a obtencdo dos efeitos de SNPs e consequentemente das variancias explicadas,
resultando em capacidades distintas de capturar QTLs de maior ou menor efeito. Com
isso, a analise combinada de ambos o0s cenarios pode levar ao maior ganho de informacéo
em relacdo as regides e genes ligados a caracteristica de interesse. Os resultados foram
obtidos para ambos os métodos levando em consideracdo a terceira iteracdo das cinco
realizadas, visto que a partir da terceira iteracéo as regiées com pequeno efeito passaram
a ser fortemente penalizadas pelos ponderadores (pesos) enquanto o0 oposto aconteceu
com as de maiores efeitos. O numero médio de SNPs observados no ssGWASL1 foi de 8,8;
13,1 e 25,9 e no ssGWAS?2 foi de 9,6; 17 e 28,5 para as janelas de 250 Kb, 500 Kb e 1000
Kb, respectivamente.

No ssGWAS1, em que foram reestimados somente efeitos de SNPs a cada
iteracdo, observou-se poucas alteracbes na quantidade de regides associadas entre 0s
diferentes tamanhos de janelas (250 Kb, 500 Kb e 1 Mb) (Figura 2). Ademais,
aparentemente algumas regides de efeito menor foram beneficiadas em janelas com
maiores extensdes (ECA 1, 8 e 29). Por outro lado, no ssGWAS2, em que a cada iteracao
os efeitos de SNPs foram obtidos a partir de GEBVs reestimados, observou-se alteragbes
em quantidades de regides associadas entre os diferentes tamanhos de janelas (250 Kb,
500 Kb e 1 Mb) (Figura 3). Nesse sentido, regides de menor efeito foram mais fortemente
penalizadas pelos ponderados em janelas de SNPs maiores, ocorrendo o inverso com
regides de maior efeito. A capacidade de capturar QTLs de menor efeito foi maior no
SSGWAS1 se comparado ao ssGWAS2. Deste modo, como observado por Wang et al.
(2012) a partir de dados simulados, o primeiro método (sSSGWASL1) foi eficaz na detecgéo
de maior numero de regides de efeitos menores quando comparado ao segundo
(ssGWAS2), o qual, por sua vez, se mostrou mais eficiente em capturar menor nimero de

QTLs de efeitos maiores.
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Considerando as janelas de SNPs com 1 Mb de extenséo, foram encontradas 21
regides explicando mais do que 1% da variancia genética total da caracteristica IV max
para sSSGWASI (Tabela 3) e 12 para ssGWAS2 (Tabela 4). No total, mais de 40% da gVar
foi explicada por estas regifes para sSSGWASL1 e cerca de 30% para sSSGWAS2. Entre os
cromossomos com regifes que explicaram mais de 1% da variancia genética, cinco foram
comum aos dois métodos (ECA 3, 10, 15, 22 e 25), cinco foram exclusivos ao ssGWAS1
(ECA 1, 2,8, 11 e 16) e quatro ao ssGWAS2 (ECA 5, 9, 20, 30). Deste modo, tomando os
dois métodos de forma conjunta, foram descritas regibes importantes em 14
cromossomos. Em relacdo as regifes associadas, porcéo Unica do ECA 16 (SS1_REG18)
explicou 4,2% da variancia genética (gVar) no ssGWAS1 (Tabela 3), enquanto que no
SSGWAS?2 a regido SS2_REG12 do ECA 30 foi responsavel por explicar 7,3% (Tabela 4).
O ECA 15 foi o cromossomo com mais regides de importancia nos dois meétodos,
explicando no ssGWAS1 a maior propor¢cao da gVar (10,67%), se somadas as cinco
regides mais relevantes (SS1_REG11 ao SS1_REG15) e no ssGWAS2 6,7% se somadas
trés regides (SS2_REGO05 ao SS2 REGO07). Ao considerar os resultados obtidos por
ambos os métodos, foram encontradas 33 regifes de importancia, das quais quatro do
SSsGWAS1 coincidem com trés do ssGWAS2 (SS1_REG08 e SS1 REGO09 com
SS2_REGO04; SS1_REG19 com SS2_REG09; SS1_REG20 com SS2_REG11).
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Tabela 3 — Localizagdo cromossOmica de regides de importancia para IV max (gVar maior

que 1%) na amostra estudada de equinos da raca Quarto de Milha de corrida,

namero de SNPs e variancia explicada por cada janela no ssGWASI,

considerando janelas de SNPs com 1 Mb de tamanho.

vegro oo PoSCeRde e eI qups Vet

SS1 REGO1 1 20.721.039 - 21.689.628 17 2,30
SS1 REGO02 1 61.826.124 - 62.818.065 36 1,01
SS1 REGO03 2 69.370.047 - 70.369.774 35 3,98
SS1 _REGO04 3 65.380.573 - 66.369.357 20 1,23
SS1 _REGO05 8 30.526.194 - 31.504.074 21 1,32
SS1_REGO06 8 62.566.792 - 63.559.486 34 1,18
SS1 _REGO07 10 57.990.860 - 58.961.242 25 3,19
SS1 REGO08 10 58.997.563 - 59.976.633 29 1,68
SS1 _REGO09 11 03.345.863 - 04.341.072 24 1,31
SS1 REGI10 11 35.523.097 - 36.481.549 29 1,43
SS1 REG11 15 45.572.062 - 46.563.225 26 3,46
SS1 REG12 15 46.601.694 - 47.575.761 23 1,50
SS1 _REGI13 15 76.296.526 - 77.289.510 20 1,80
SS1 REG14 15 82.855.154 - 83.838.250 21 1,29
SS1 REGI15 15 87.766.362 - 88.753.736 29 2,62
SS1 REG16 16 16.542.440 - 17.474.810 23 1,71
SS1 _REG17 16 17.542.693 - 18.503.480 30 1,17
SS1 _REGI18 16 77.697.272 - 78.681.644 31 4,19
SS1 _REGI19 22 10.868.934 - 11.861.413 24 1,47
SS1 REG20 25 17.757.118 - 18.713.444 23 2,41
SS1 _REG21 25 18.768.518 - 19.722.839 24 1,20
Total Total** - Média Total

21 10 - 28,5 41,45

*Chr = cromossomos; ** contagem de cromossomo sem considerar os repetidos. Em negrito estdo destacas as

cinco regides que mais explicaram parte da variancia genética total
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Tabela 4 — Localizagdo cromossOmica de regides de importancia para IV max (gVar maior
que 1%) na amostra estudada de equinos da raca Quarto de Milha de corrida,
e numero de SNPs e variancia explicada por cada janela no ssGWAS2,

considerando janelas de SNPs com 1 Mb de tamanho.

Regi&o Chr* Posicbes cje inicio e final de SNPs \{qriéncia
cada janela em pb genética (%)

SS2_REGO01 3 63.351.099 - 64.348.556 27 1,03
SS2_REG02 5 62.937.896 - 63.920.127 27 1,92
SS2_REGO03 9 66.879.753 - 67.826.611 24 1,84
SS2_REGO04 10 58.735.380 - 59.710.571 34 2,32
SS2_REGO05 15 53.973.327 - 54.889.258 28 1,28
SS2_REGO06 15 72.126.768 - 73.121.731 35 3,56
SS2_REGO07 15 75.795.552 - 76.782.973 30 1,55
SS2_REGO08 20 59.429.342 - 60.422.986 24 3,86
SS2_REGO09 22 10.600.456 - 11.589.137 28 1,28
SS2_REGI10 22 14.927.558 - 15.876.595 25 1,72
SS2_REG11 25 18.073.334 - 19.043.039 26 1,80
SS2_REG12 30 00138.095 - 01.097.585 34 7,34
Total Total** - Média Total

12 9 - 28,5 29,51

*Chr = cromossomos; ** contagem de cromossomo sem considerar os repetidos. Em negrito estdo destacas as
cinco regides que mais explicaram parte da variancia genética total

O grande numero de regides associadas em ambos os métodos (ssGWASL e
ssGWAS?2) evidencia o carater quantitativo da caracteristica IV max e, consequentemente,
do desempenho em corridas na raca Quarto de Milha, ou seja, que esta é influenciada por
grande numero de genes de pequeno efeito. A baixa herdabilidade encontrada para IV
max aponta para uma importante influéncia do ambiente sobre a caracteristica, como
treinamento a que o animal foi submetido, entre outros. Ou ainda, a falta de informacdes
de fatores sistematicos de ambiente (pareo, paddock, peso do jockey, entre outros), o que
acarretaria em aumento da estimativa do componente de variancia residual (n&o explicada
pelo modelo).

Em grande parte dos estudos realizados em diversas espécies utilizando o método
sSsGWAS, observou-se porcentagens de gVar menores do que as aqui encontradas, com
valores maximos de aproximadamente 6%, considerando, na maioria dos casos, janelas
de 10 a 20 SNPs (WANG et al., 2014; MAGALHAES et al., 2016; SILVA et al., 2017).
Contudo, em trabalho desenvolvido por Lemos et al. (2016), relatou-se janela de 10 SNPs
explicando aproximadamente 12% da variancia genética total da caracteristica estudada
na raca Nelore. Alguns autores chegaram a utilizar 150 SNPs por janela, que explicaram
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no maximo de 5% da varidncia genética total da carateristica (SILVA et al., 2017).
Ressalta-se que, nesses estudos com bovinos e frangos de corte, os painéis de
genotipagem utilizados variaram de 60k a HD (~770k) e que as janelas foram escolhidas
por numero de SNPs e ndo por tamanho em pares de base, 0 que causa grande variacao
na sua extensdo, ficando em sua maioria com tamanhos meédios similares as aqui
utilizadas. Por meio da utilizagdo de dados simulados (dois cromossomos de 100 Mb cada
e 3000 SNPs), Wang et al. (2012) estudaram a precisdo do método ssGBLUP para estimar
efeitos de QTLs, tomando para isso as correlagdes entre efeitos de QTL e a soma de m
efeitos de marcador adjacentes de SNP, em que m variou de 1 a 40. Foram observados
maiores correlagbes em janelas contendo de 8 a 16 SNPs (de 0,5 Mb a 1 Mb de tamanho
em meédia, respectivamente), com forte queda a partir de janelas com 40 SNPs (> 2,5 Mb
em média).

Grande parte das pesquisas gendmicas realizadas no Quarto de Milha néao
consideraram, de forma separada, os segmentos com diferentes aptiddoes, ou seja, as
linhagens existentes dentro da raca. Desta forma, trabalhos em que foram utilizados
somente cavalos de corrida sdo escassos, principalmente os que consideraram
caracteristicas de desempenho. Neste sentido, ou seja, tomando a raca como um todo,
estudos gendmicos tém abordado principalmente aspectos populacionais (PETERSEN et
al., 2013; MEIRA et al., 2015a; McCUE et al., 2012), morfométricos (MEIRA et al., 2015b)
e doencas hereditarias (GO et al., 2012; McQUEEN et al., 2014). Contudo, alguns destes
trabalhos, ainda que de forma indireta, apresentaram informag¢des importantes que podem
contribuir para o entendimento de mecanismos genéticos relacionados ao desempenho em
corridas na raca Quarto de Milha. Meira et al. (2015) identificaram genes em assinaturas
de selecdo que apresentaram funcdes que podem levar a variacdes no desempenho em
corridas na raca Quarto de Milha. Estes autores encontraram assinaturas de selecdo em
19 cromossomos, dos quais sete coincidiram com os encontrados neste trabalho (ECA 1,
2, 3,5, 10, 11, e 25). Contudo, ndo foram observadas regifes de assinatura sobrepostas
com as aqui identificadas pelo GWAS. Entretanto, nos ECA 5, 10 e 25, observou-se quatro
janelas de SNPs (gVar > 1%) que estavam a, aproximadamente, 5 Mb distantes de regiées
de assinatura de selecdo descritas por estes autores.

No ECA 18, em regido de aproximadamente 5,5 Mb em que o gene da miostatina
(MSTN) se encontra, foi descrita assinatura de selecéo nas ragas Paint Horse e Quarto de
milha (linhagens de corrida e trabalho) e, ainda, foram associados polimorfismos
relacionados ao tipo de fibra muscular (PETERSEN et al., 2013). Os dados gerados por

este trabalho mostraram que SNPs nesta regido estavam fixados, e por isso foram
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excluidos pelo QC, concordando com resultados obtidos por Pereira et al. (2016a), que
demostraram que o alelo C do SNP .66493737C>T do gene MSTN estava fixado na
linhagem de corrida da raca Quarto de Milha. De forma semelhante, esse alelo foi
encontrado em alta frequéncia em animais PSI que disputam corridas de curta distancia
(sprint) (HILL et al., 2010a,b; TOZAKI et al., 2010). Portanto, nota-se, além de forte
pressédo de selecao sobre essa regidao do ECA 18 na linhagem de corrida da raca Quarto
de Milha, a influéncia genética de cavalos PSI com a aptiddo para corridas curtas sobre
esse segmento.

De fato a raga PSI teve importante papel na formagao da linhagem de corrida da
raca Quarto de Milha (AQHA, 2016). Assim, resultados de estudos genéticos envolvendo a
raca Inglesa podem ser semelhantes na linhagem de corrida da raca Norte Americana. Em
estudo de associacdo gendmica realizado na raca PSI, Shin et al. (2015) descreveram
importantes genes associados a fisiologia muscular em sete cromossomos (ECA 5, 8, 16,
20, 21, 28 e 30), dos quais cinco (ECA 5, 8, 16, 20 e 30) coincidiram com os aqui
encontrados. Esses autores descrevem cinco genes ligados no ECA 16, dos quais quatro
estavam em uma regido compreendida entre 14 e 18 Mb, mesma regido em que estao
localizados SS1_REG16 e SS1_REG17. No ECA 30 a posi¢cdo de importancia identificada
por esses autores ficou 1,5 Mb a jusante da regido SS2_REG12. Embora, os resultados
obtidos por Shin et al. (2015) sejam relevantes, polimorfismos descritos em estudos
genético moleculares e genémicos relacionados ao desempenho em corridas na raca PSI
(TOZAKI et al., 2010, BINNS et al., 2010; HILL et al., 2010a,b,c; GU et al., 2010), em sua
maior parte ndo tiveram o mesmo efeito na linhagem de corrida da raca Quarto de Milha
(PEREIRA et al. 2016a,b). Segundo esses autores, este fato poderia ser explicado pelas
diferencas nas provas disputadas entre as duas racas (mais curtas no Quarto de Milha e
mais longas no PSI), em que alteracdes genéticas significativas na raca PSI teriam efeito
na melhoria do metabolismo energético muscular anaerébio, o qual é predominante em
provas mais longas. Contudo, alteracdes em outros genes ligados a fisiologia do exercicio
poderiam contribuir para adaptacfes metabdlicas importantes e ser compartilhados por
ambas as ragas, como foi demonstrado pela comporagéao dos resultados obtidos aqui e no
PSI (SHIN et al.,2015).

3.3. Anotacgao de genes e analise funcional

Para ssGWAS1 foram encontrados 108 genes presentes em 19 das 21 regides

associadas (Tabela 5) e para ssGWAS2 foram descritos 59 genes em 10 das 12 janelas
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de SNPs (Tabela 6). Foram encontrados 81 genes exclusivos da abordagem ssGWAS1,
32 da ssGWAS2 e 27 comuns a ambos os métodos. Estes 27 genes encontram-se
localizados nos ECA 10, 22 e 25. Considerando os dois métodos simultaneamente, no
total foram prospectados 140 genes. Destaca-se que aproximadamente 50% dos genes

encontrados no ssGWAS2 também foram identificados no ssGWASLI.

Tabela 5 — Genes prospectados nas regides cromossémicas de importancia para IV max
(gvar maior que 1%) na amostra estudada de equinos da raga Quarto de
Milha de corrida utilizando o método ssGWASL1.

Regido Chr* Posic¢6es de inicio e fim de Genes (HGCN Symbol) Genes
cada janela em pb (n)
SS1 REGO1 1 20.721.039 - 21.689.628 DUSP5, ADD3, XPNPEP1 3
SS1 REG02 1 61.826.124 - 62.818.065 ADK, KAT6B, 6
- DUSP13, SAMD8,COMTD1, VDAC2
SS1 REG03 2 69.370.047 - 70.369.774 MSMO1, KLHL2, TMEM192 3
SS1 REG04 3 65.380.573 - 66.369.357
SS1 REGO5 8 30.526.194 - 31.504.074 EPB41L3 1
SS1 REG06 8 62.566.792 - 63.559.486 RIT2, SYT4 2
SS1 REGO7 10 57.990.860 - 58.961.242 NR2EI1, SNX3, LACEL, FOXO3, ARMC2, 7
SESN1, CEP57L1
SS1 REG08 10 58.997.563 -59.976.633 PPIL6, SMPD2, MICAL1, ZBTB24, FIG4, 9
- WASF1, CDC40, METTL24, DDO
SS1 REG09 11  03.345.863 - 04.341.072  RBFOX3, ENGASE, C1QTNF1, CANTI, 11
LGALS3BP, TIMP2, USP36, CYTH1,
DNAH17, PGS1, SOCS3, TMEM235,
AFMID
SS1 REG10 11  35.523.097 - 36.481.549  CA4, ZNHIT3, MYOL19, PIGW, GGNBP2, 10
DHRS11, MRM1, LHX1, AATF, ACACA,
SS1 REG11 15 45.572.062 - 46.563.225 SPTBN1, C20rf73, ACYP2 3
SS1 REG12 15 46.601.694 - 47.575.761 PSME4, ERLEC1, CHAC2 3
SS1 REG13 15 76.296.526 - 77.289.510  KCNS3, MSGN1, GEN1, SMC6, VSNL1 5
SS1 REG14 15  82.855.154-83.838.250 NOL10, ODC1, HPCAL1, RRM2, KLF11, 8
- GRHL1, TAF1B, YWHAQ
SS1 REG15 15 87.766.362 - 88.753.736 ALLC, COLEC11, RPS7, ADI1, 5
TRAPPC12
SS1 REG16 16  16.542.440-17.474.810 PDZRN3, PPP4R2, GXYLT2, 3
SS1 REG17 16  17.542.693 - 18.503.480 SHQ1, RYBP 2
SS1 REG18 16  77.697.272 - 78.681.644 0
SS1 REG19 22 10.868.934 - 11.861.413 RYBP, TASP1, ISM1, SPTLC3 4
SS1 REG20 25  17.757.118-18.713.444 ZFP37,SLC31A2, FKBP15, SLC31A1, 12
- CDC26, PRPF4, RNF183, WDR31,
BSPRY, HDHD3, ALAD, RGS3
SS1 REG21 25 18.768.518 - 19.722.839 ZNF618, AMBP, KIF12, COL27A1, 11
AKNA, WHRN, ATP6V1G1, TMEM268,
TNFSF15, TNFSF8, TNC
Total 108

*Chr = cromossomos; ** contagem de cromossomo sem considerar os repetidos; as regides e o genes
coincidentes entres os métodos ssGWAS1 e ssGWAS2 estao destacados em negrito
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Tabela 6 — Genes prospectados nas regidbes cromossomicas de importancia para IV
max (gVar maior que 1%) na amostra estudada de equinos da raca Quarto

de Milha de corrida utilizando o0 método ssGWAS2.

. Posicdes de inicio e fim Genes
*

Regiédo Chr de cada janela em pb Genes (HGCN Symbol) ")
SS2 REGO1 3 63.351.099 - 64.348.556  GC, DCK, MOBlBiEﬁiI\S/IFL RUFY3, UTP3, 7
SS2 REG02 5 62.937.896 - 63.920.127 COL11AL 1
SS2_REG03 9 66.879.753 - 67.826.611  ZNF572, SQLE, KIAA0196, SMCE2, TRIB1 5
SS2_REG04 10 58.735.380-59.710.571 ARMC2, SESNL, CEPS7LL, PPIL6, SMPD2, 9

- MICAL1, ZBTB24, FIG4, WASF1
SS2 REGO5 15 53.973.327 - 54.889.258  SLC3AL, PREPL, PPM1B, LRPPRC, ABCGS, 8
- ABCG5, DYNC2LI1, PLEKHH2
SS2 REG06 15 72.126.768 - 73.121.731 KLHL29 1
SS2 REG0O7 15  75.795.552 - 76.782.973 -
SS2 REG08 20 59.429.342 - 60.422.986
SS2 REG09 22 10.600.456 - 11.589.137 TASP1, ISM1, SPTLC3 3
SS2 REG10 22  14.927.558 - 15.876.595 PLCB1, TMX4, HAO1 3
SS2 REG11 25 18.073.334 - 19.043.039 SLC31A2, FKBP15, SLC31A1, 15
CDC26,PRPF4, RNF183,WDR31,
BSPRY,HDHD3,
ALAD,RGS3,ZNF618,AMBP,KIF12,COL27A1
SS2 REG12 30 00138.095-01.097.585  HNRNPU, COX20, DESI2, Clorf101, ADSS, 7
- C1orf100, ZBTB18
Total 59

*Chr = cromossomos; ** contagem de cromossomo sem considerar os repetidos; as regides e o genes
coincidentes entres os métodos sSGWAS1 e ssGWAS2 estédo destacados em negrito.

Dentre os genes encontrados em regides concordantes, PDZRN3, PPP4R2,
GXYLT2 e SHQ1 do ECA 16 foram identificados por SHIN et al. (2015) em estudo
realizado com a raca PSI. Destacam-se os genes PDZRN3 e PPP4R2 que foram
enriquecidos (Tabela 7) e estdo relacionados a termos de formacdo, diferenciacdo e
manutencao de fungcdes neuromotoras. Em humanos foi destacado o papel importante do
produto proteico do PPP4R2 em uma disfuncdo motora que leva a perda progressiva de
neurdnios motores e causa paralisia muscular (atrofia muscular espinal — SMA) por meio
de interacdo regulatoria do complexo proteico SMN (Survival of Motor Neuron), o qual em
niveis reduzidos pode levar a essa neuropatia (BOSIO et al., 2012). Por sua vez, o
PDZRN3 tem participacdo na morfogénese embrionaria, atuando em uma via importante
na orientacdo planar e organizacdo de plexos vasculares altamente ramificados
(SEWDUTH et al., 2014).

A partir da andlise de enriquecimento foram observados quatro termos significativos
no ssGWAS1 e 16 no ssGWAS2 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Identificacdo (GO.ID) e descricdo (Termos) de termos GO (Gene Ontology)

enriquecidos significativamente apds realizacdo de GWAS na linhagem de

corrida da raca Quarto de Milha.

GO.ID Genes Termos Sign.” Exp.” p-value

ssGWAS1

GO0:0006878 SLC31A2, SLC31A1 cellular copper ion homeostasis 2 2 0,17 0,0069

GO:0000724 GEN1, SMCe6, double-strand break repair via 6 3 0,5 0,0363

PPP4R2 homologou...

GO0:0007528 PDZRN3, TNC neuromuscular junction 4 2 0,33 10,0369
development

G0O:0072659 SPTBN1, PIGW, protein localization to plasma 18 3 1,5 0,0371

EPB41L3 membrane

SSGWAS2

G0:0045796 ABCGS8, ABCG5 negative regulation of intestinal 2 2 0,07 0,0013
choles...

GO:0006878 SLC31A1, SLC31A2 cellular copper ion homeostasis 2 2 0,07 0,0013

G0:0007588 ABCGS8, ABCG5 excretion 4 2 0,14 0,0073

G0:0033344 ABCGS8, ABCG5 cholesterol efflux 5 2 0,18 0,0119

G0:0035434 SLC31A1, SLC31A2 copper ion transmembrane 2 2 0,07 0,0354
transport

GO0:0030042 PLEKHH2, MICAL1 actin filament depolymerization 6 2 0,22 0,0355

G0:0031145 CDC26 anaphase-promoting complex- 1 1 0,04 0,0361
dependent cat...

G0:0070979 CDC26 protein K11-linked 1 1 0,04 0,0361
ubiquitination

GO0:0035989 COL11A1 tendon development 0,04 0,0361

G0:0003431 COL27A1 growth plate cartilage 0,04 0,0361
chondrocyte devel...

G0:0033617 COX20 mitochondrial respiratory chain 1 1 0,04 0,0361
complex ...

G0:0042953 CUBN lipoprotein transport 1 1 0,04 0,0361

G0:0009157 DCK deoxyribonucleoside 1 1 0,04 0,0361
monophosphate biosyn...

G0:0036305 ENAM ameloblast differentiation 1 1 0,04 0,0361

G0:0070175 ENAM positive regulation of enamel 1 1 0,04 0,0361
mineraliza...

G0:0001561 HAO1 fatty acid alpha-oxidation 1 1 0,04 0,0361

" Genes anotados para o termo descrito; © Genes significativos dentre os genes anotados; ° Esperado.

Como ja mencionado, a caracteristica IV max foi caracterizada como quantitativa

neste trabalho e espera-se, portanto,

grande numero de alteracdes genéticas com

pequeno efeito que contribuam para diferenciacbes no metabolismo, na anatomia e no

comportamento de animais da linhagem de corrida da raca Quarto de Milha. Nesse

sentido, o excesso de variedade de termos de ontologia genética e genes associados

dificulta o enriguecimento, o que é descrito para caracteristicas poligénicas, sobretudo se

tomado o ssGWAS1, em que foram encontradas maior numero de regifes de importancia

(gvar > 1%) com menores efeitos. De modo geral, ambos os métodos (sSGWAS1 e

ssGWAS2) nao apresentaram enriquecimentos altamente significativos como o0s

observados para caracteristicas governadas por genes de efeito maior. Entretanto, a
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ordenacdo e a ligagcdo de genes a processos biologicos conduziram a investigacédo
sistematica de funcgdes e vias.

Entre os termos mais enriquecidos estdo os ligados aos genes ABCG5, ABCGS,
SLC31A1 e SLC31A2. Os genes SLC31Al1l e SLC31A2 foram enriquecidos de forma
significativa em ssGWAS1 e ssGWAS2. Estes genes codificam as proteinas CTR1 e CTR2
que controlam o fluxo intra e extracelular de cobre (Cu®*) (WEE et al., 2013). O papel
biolégico do cobre inclui a incorporacdo em cuproenzimas para: fosforilacdo oxidativa
(citocromo-c oxidase); atividade antioxidante celular (superéxido dismutase); formacéo de
tecido conjuntivo (lisil oxidase); funcdo neurolégica (dopamina p-hidroxilase); e
metabolismo do ferro (ceruloplasmina) (FESTA e THIELE, 2011). A incapacidade de
controlar o equilibrio de cobre esta relacionada a doencas genéticas de sobrecarga ou
deficiéncia deste elemento, o que, recentemente, foi associado a distlrbios
neurodegenerativos (KIM (Nevitt) (Thiele) et al., 2008).

Considerando o ssGWAS1, observou-se menor numero de genes associados a
termos significativos. Os genes GEN1 e SMC6 foram relacionados basicamente ao
processo de recombinacdo cromossémica homologa, atuando na Juncédo de Holliday (HJ)
e quebra de cadeias duplas de DNA. O mecanismo HJ é altamente conservado desde
bactérias até humanos (CHAN e WEST, 2015). Os genes SPTBN1, PIGW e EPB41L3
foram associados ao direcionamento e localizacdo de proteinas ha membrana plasmatica.
O SPTBNL1 é da familia de genes beta espectrina (ndo eritrocitario). As espectrinas sao
membros da superfamilia de proteinas de ligacdo cruzada F-actina que compdem uma
rede de citoesqueletos de actina subjacente a membrana plasmatica e funcionam na
determinacao da forma celular, disposi¢cao de proteinas transmembranares e organizacao
de organelas (JIANG et al., 2010).

Embora ndo significativos na andlise de enriquecimento, alguns genes encontrados
pelo método ssGWAS1 podem trazer contribuicbes importantes para entendimento de
fatores genéticos que atuam sobre IV max. Os genes WHRN e SYT4 estdo associados a
formacdo da camada de células de Purkinje do cerebelo e a regulacao de catecolaminas
(dopamina), respectivamente. As células de Purkinje sdo encontradas no interior da
camada de Purkinje no cerebelo (PURVES et al.,, 2008), e, entre as suas funcdes, as
relacionadas com o movimento sdo as mais conhecidas. O cerebelo n&o inicia o
movimento, mas contribui para a coordenacao, precisdo e precisao no tempo, de forma
gue danos cerebelares produzem transtornos no movimento fino, equilibrio, postura e
aprendizagem motora em humanos (FINE et al.,, 2002). O gene SYT4 codifica em

mamiferos uma das mais de 17 isoformas conhecidas de sinaptotagmina (syt). Essas
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proteinas, localizadas nas vesiculas sinapticas, estao ligadas a sinapse e relacionam a sua
funcdo a das catecolaminas, que incluem epinefrina, norepinefrina e dopamina, as quais
atuam como neurotransmissores excitatorios em diversos locais do sistema nervoso
central e periférico (PURVES et al., 2008; FITZGERALD et al., 2011).

O genes SOCS3 e ACACA também descritos no ssGWAS1, tém importante papel
no metabolismo energético. O SOCS3 esta envolvido na regulacdo da leptina de forma
especifica em diversas células. Estudos conduzidos em camundongos sugerem que a
presenca da proteina SOCS3 em alguns tipos de neurbnios regula negativamente a
sinalizacao da leptina e desempenha um papel importante na mediacdo da sensibilidade a
leptina, da homeostase da glucose e do gasto energético (ZHANG, et al., 2012). Em outra
pesquisa, Yang et al. (2012) demonstraram que SOCS3 no interior do musculo esquelético
€ regulador critico da leptina e da acdo da insulina. Além disso, os autores relacionam
SOCS3 a regulacdo de acetil-CoA carboxilase (ACC), proteina transcrita pelo gene
ACACA e também envolvida no metabolismo de acidos graxos

Tomando o0s genes enriquecidos de forma significativa no ssGWAS2, ABCG5 e
ABCGS, localizados no ECA 15, apresentaram 0s menores valores de p. Esses genes
codificam os semi-transportadores de ATP binding cassette (ABC) G5 e G8 (ABCG5 e
ABCGS8) que limitam a absorgéo intestinal e promovem a excrecdo biliar de esterois
neutros (GRAFF et al., 2003). A superfamilia transportadora de ABC contém a maior
familia de genes transportadores. As proteinas ABCG5 e ABCGS8 translocam grande
variedade de substratos, incluindo acuUcares, aminoacidos, ions metélicos, peptideos e
proteinas, e grande numero de compostos hidrofébicos e metabolitos através de
membranas extras e intracelulares (DEAN et al.,, 2001). Estes genes estdo ligados a
sitosterolemia em humanos, doenca hereditaria rara em que as gorduras de vegetais se
acumulam no sangue e nos tecidos, conduzindo a arteriosclerose, glébulos vermelhos
anormais e depdsitos de gordura nos tenddes (LEE et al., 2001).

Os genes PLEKHH2 e MICALL1 foram associados a despolimeriza¢do do filamento
de actina em humanos. Contudo, a maior parte dos estudos com PLEKHH2 foi em relacao
a nefropatia (GREENE et al., 2008). Por sua vez, MICAL1 possui evidencias mais claras
de, a partir de seu produto proteico, participar do processo despolimerizacdo da actina-F
(SCHIMIDT et al., 2008), o que esta relacionado a muitos processos celulares importantes,
incluindo contracdo muscular, motilidade celular, divisdo celular e citocinese, movimento
de vesiculas e organelas, sinalizacdo celular e estabelecimento e manutencéo de juncdes
e forma celular (DOMINGUEZ e HOLMES, 2011).
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Ressalta-se ainda os genes COL11Al1 e COL27A1 que estdo ligados a termos de
desenvolvimento de tenddes e crescimento e desenvolvimento de condrécitos em placas
de cartilagem. O gene COL11A1 codifica uma das duas cadeias alfas do colageno tipo Xl
(ZHIDKOVA et al., 1995). Disfuncdes desse gene estéo ligadas a sindrome de Stickler e a
sindrome de Marshall em humanos, a quais sao caracterizadas por anomalias faciais
distintas, problemas oculares, perda auditiva e problemas articulares (STICKLER et al.,
1665; ANNUNEM et al., 1999). O gene COL27A1 codifica membro da familia de colageno
fibrilar e atua na calcificacdo da cartilagem e na transicdo da cartilagem para 0sso. Em
humanos, disfuncbes desse gene levam a sindrome de Steel que pode ocasionar
deformidades 6sseas no cranio e escoliose (GONZAGA-JAUREGUI et al., 2015).

O gene COX20 esta localizado na regido SS2 REG12, a qual explicou
individualmente a maior % da variancia de IV max encontrada neste estudo. Este gene foi
descrito em leveduras e seu ortélogo em humanos é denominado FAM36A. O produto
deste gene atua na incorporacao de subunidades ao complexo citocromo C oxidase (COX)
da cadeia respiratéria. Uma mutacdo missense no gene FAM36A foi associada a pacientes
humanos com ataxia (perda de coordenacdo) e hipotonia muscular. A interacdo da
proteina FAM36A com COX2 ja foi destacada, visto que em pacientes afetados havia o
acumulo de COX1 e auséncia de COX2 na montagem do complexo COX, suportando que
o FAM36A modificado dificulta o passo inicial na incorporacdo da subunidade COX2
(SZKLARCZYK et al., 2013). Previamente, a interacdo das isoformas (1 e 2) de COX4, foi
relacionada a melhor ou pior eficiéncia na respiragdo celular em situacdes de hipdxia
(FUKUDA et al.,, 2010). Em estudo realizado por Gu et al. (2010) foi identificada
associacao fraca, porém significativa, entre o SNP intrénico g.22684390C>T do gene
COX4lI2 equino (ECA 22) e a retrospectiva de desempenho em corridas na raca PSI.
Entretanto, esse polimorfismo néo teve o0 mesmo efeito em equinos da linhagem de corrida
da raca Quarto de Milha, possivelmente pelo fato de o metabolismo muscular ser
predominantemente anaerdbio nas corridas de curta distancia (PEREIRA et al., 2016b).

A caracteristica velocidade em diversas racas equinas que disputam provas de
diferentes distadncias e intensidades € caracterizada por importantes adaptacfes
fisiologicas, sobretudo ligadas ao metabolismo muscular aerobio e anaerdbio (NIELSEN et
al., 2006). Contudo, neste estudo conduzido com a raga Quarto de Milha foi observado
grande numero de genes relacionados ao sistema neuromotor, desenvolvimento 6sseo e
de tenddes, respostas hormonais, contracdo muscular, metabolismo energético e de
esterdis. Em regibes gendmicas possivelmente selecionadas para desempenho dentro da

linhagem de corrida, Meira et al. (2015) descreveram muitos genes, mesmo utilizando
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niveis de classificacdo de processos biolégicos mais superficiais, como relacionados ao
sistema nervoso. J& na raca PSI, Gu et al. (2009) indicaram regides gendmicas
responsaveis por funcdes biologicas como a sinalizagdo de insulina, metabolismo
energético, e processos metabdlicos de esteroides, entre outros, como sendo importantes
para a diferenciacdo do desempenho na raga. Ressalta-se que varios genes enriquecidos
como: CUBN; DCK; ENAM; HAO1; PIGW; e EPB41L3 nédo tém funcdes bem definidas,
mesmo considerando organismos modelo, e por isso ndo puderam ser discutidos de forma
aprofundada. Destaca-se também o fato de que os termos para processos bioldgicos e
fungcbes dos genes descritos aqui tenham sido associados mais claramente ao
metabolismo e fisiologia, principalmente, de humanos, e que ha pouca ou nenhuma
informacéo sobre as funcdes destes genes em processos bioldgicos na espécie equina.
Entretanto, humanos e equinos possuem alta similaridade no que diz respeito a fisiologia
do exercicio (VON ENGELHARDT, 1992; LINDINGER, 1999; DAVIS et al., 2005;
CAPOMACCIO et al., 2011), o que pode endossar a importancia de genes prospectados

neste estudo como candidatos para desempenho em corridas na raca Quarto de Milha.

4. Conclusdes

Até o momento poucos trabalhos com enfoque gendmico tiveram como obijetivo
central entender o tipo de controle genético e/ou desvendar regides genémicas e genes
associados a caracteristica de desempenho na linhagem de corrida da raca Quarto de
Milha. O método ssGBLUP foi empregado pela primeira vez em estudos deste tipo na
raca, o que permitiu prospectar regides que atuam sobre o IV max. Se consideradas
simultaneamente, as duas abordagens empregadas neste estudo (ssGWAS1 e
sSsGWAS?2), permitiram a identificacéo de 33 janelas de SNPs, com 1 Mb de extensao, em
14 cromossomos, explicando mais que 1% da variancia genética total da caracteristica. Ao
todo foram prospectados 140 genes nestas regides. Como esperado, a caracteristica IV
max é controlada por grande numero de genes de pequeno efeito. De forma geral, os
genes PDZRN3, PPP4R2, SLC31A1, SLC31A2, GEN1, SMC6, WHRN, SYT4, ABCGS5,
ABCG8, PLEKHH2, MICAL1, COL11A1, COL27A1 e COX20, os quais foram destacados
por meio de analise de enriguecimento, estdo relacionados ao sistema neuromotor, ao
desenvolvimento 0sseo e de tenddes, a respostas hormonais, a contracdo muscular, ao
metabolismo energético e de esterdis. Estas funcdes podem ser consideradas de
relevancia para o desempenho atlético, corroborando estes genes como candidatos para o

desempenho em corridas na raca Quarto de Milha.
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CAPITULO 4 - Sequenciamento do exoma e regides UTR de equinos em regides
relacionadas ao desempenho em corridas na raca Quarto de Milha

RESUMO - Dentre os equinos selecionados para velocidade, a linhagem de corrida da
raca Quarto de Milha se destaca pelo alto desempenho em provas de curtas distancias,
sendo considerados o0s mais velozes do mundo. Contudo, poucos trabalhos tém
pesquisado, de forma mais aprofundada, polimorfismos e genes que possam atuar sobre
essa caracteristica. O objetivo deste trabalho foi analisar exomas e regides UTR de
equinos de corrida da raca Quarto de Milha contrastantes para indice de Velocidade
méaximo (IV max) em regides previamente associadas a caracteristica por meio de GWAS,
visando a prospeccao de polimorfismos génicos causais, ligados ou em forte desequilibrio
de ligagdo com o desempenho em corridas. Para isso, foram utilizadas, inicialmente,
informacdes genotipicas e fenotipicas de 360 equinos da linhagem de corrida da raca
Quarto de Milha, os quais foram previamente genotipados com chip de SNPs para
obtencédo das estimativas individuais de valores genéticos gendmicos (Genomic Estimated
Breeding Values — GEBV) de desempenho. A partir dessas informagdes foram formados
dois grupos de animais contrastantes para desempenho em corridas (20 animais de IV
max superior e 20 IV max inferior), para ser sequenciados. Foram realizadas duas corridas
rapid run para dois pools de bibliotecas com 20 e 19 amostras escolhidas aleatoriamente
entre as 40 de IVs contrastantes. Para a primeira (n= 20) foram obtidas 2.498.929.809
sequéncias pareadas (paired-end) e para a segunda (n= 19) 1.629.737.973. Foram
observadas leituras de boa qualidade para toda extensdo das reads sequenciadas e
cobertura média de 43x. Foram identificadas 1.203 variantes (1.105 SNPs e 93 InDels) em
33 regides de interesse obtidas, anteriormente, por meio de estudo de GWAS, das quais
61,3% nao estavam registradas/depositadas no banco de dados de variantes de equinos.
Do total de polimorfismos, 29 (24 SNPs e 5 InDels) foram considerados de importancia
com base em trés abordagens distintas e independentes: escores SIFT classificado como
deletério (<0,05), grau de impacto na regido consenso de cada polimorfismo, e frequéncias
alélicas diferentes, identificadas pelo teste de Fisher (p< 0,01), entre os grupos de cavalos
contrastantes para IV max. Com isso, oito genes descritos como candidatos funcionais e
posicionais em trabalhos anteriores (ABCG5, COL11A1, GEN1, SOCS3, MICAL1,
SPTBN1, EPB41L3 e SHQ1), e oito novos genes candidatos (AKNA, ARMC2, FKBP15,
LHX1, NOL10, TMEM192, ZFP37, FIG4 e HNRNPU), alguns com func¢des conhecidas e
outros nao, foram relacionados ao desempenho em corridas de cavalos da raca Quarto de
Milha.

Palavras-chave — cavalo, InDel, indice de Velocidade, polimorfismos, SNP.
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EXOME AND UTR SEQUENCING IN REGIONS RELATED TO RACING
PERFORMANCE OF QUARTER HORSES

ABSTRACT - Among horses selected for speed, the racing line of Quarter Horses is
characterized by high performance in sprint races, with these animals being considered the
fastest horses in the world. However, few studies have investigated in more detail the
polymorphisms and genes that act on this trait. The objective of this study was to analyze
exomes and UTRs in regions previously associated with this trait by GWAS in Quarter
Horse racehorses with contrasting maximum speed index (Slmax), prospecting causal
gene polymorphisms that are related to or are in strong linkage disequilibrium with racing
performance. Genotypic and phenotypic records from 360 animals of the racing line of
Quarter Horses, previously genotyped with an SNP chip to obtain individual genomic
estimated breeding values for performance, were used for the formation and sequencing of
two groups of animals with contrasting racing performance (20 animals with superior Sl
max and 20 with inferior SI max). Two rapid runs were performed using two pools of
libraries containing 20 and 19 samples randomly chosen among the 40 samples with
contrasting Sls. A total of 2,498,929,809 paired-end sequences were obtained in the first
run (n = 20) and 1,629,737,973 in the second (n = 19). Good quality data were obtained
throughout the reads sequenced, with an average coverage of 43x. A total of 1,203 variants
(1,105 SNPs and 93 InDels) were identified in 33 regions of interest obtained previously by
GWAS; of these, 61.3% were not registered/deposited in the horse genomic variant
database. Twenty-nine of the polymorphisms (24 SNPs and 5 InDels) were considered to
be important based on three different and independent approaches: SIFT scores classified
as deleterious (<0.05), degree of impact on the consensus region of each polymorphism,
and different allele frequencies identified by Fisher's exact test (p< 0.01) between the
groups of horses with contrasting Simax. Thus, eight genes described as functional and
positional candidates in previous studies (ABCG5, COL11A1, GEN1, SOCS3, MICAL1,
SPTBN1, EPB41L3, and SHQ1) and eight new candidate genes (AKNA, ARMC2, FKBP15,
LHX1, NOL10, TMEM192, ZFP37, FIG4, and HNRNPU), some of them with known
function, were related to racing performance in Quarter Horses.

Keywords: horse, InDel, speed index, polymorphisms, SNP.

1. Introducéo
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Dentre os equinos selecionados para velocidade, a linhagem de corrida da raca
Quarto de Milha se destaca pelo alto desempenho em provas de curtas distancias, sendo
considerados os mais velozes do mundo (AMERICA’S HORSE DAILY, 2008). Isso se deve
principalmente a adaptacdes do metabolismo energético e dos tipos de fibras musculares
esqueléticas (NIELSEN et al., 2006; PETERSEN et al 2013). Nesse sentido, esse
segmento da raca pode ser visto como um organismo modelo importante no estudo
genético de alteracdes ligadas ao esforco intenso em periodos curtos de tempo.

Com o intuito de encontrar genes e polimorfismos de DNA especificos para a
linhagem de corrida da raca Quarto de Milha e que possam estar ligados a velocidade,
Meira et al. (2015a;b) realizaram estudos envolvendo assinaturas de selecdo e associacao
ampla do genoma (genome wide association study — GWAS). Contudo, o pequeno nimero
de animais utilizados nestes experimentos néo foi adequado para a deteccao de QTLs. Em
GWAS realizado com maior numero de animais e com abordagem mais apropriada (single-
step GWAS) para a identificacdo de regides gendmicas, genes e polimorfismos de efeito
menor que possam estar relacionados ao desempenho (indice de velocidade maximo — IV
max) em cavalos Quarto de Milha de corrida, Pereira et al. (2017, capitulo 3) encontraram
33 regides de aproximadamente 1 Mb distribuidas por 14 cromossomos equinos (ECA)
gue explicaram de forma separada mais de 1% da varidncia genética total da
caracteristica.

Em GWAS realizado na raca Puro Sangue Inglés (PSI), a qual possui grande
influéncia na formacgéo da linhagem de corrida da ragca Quarto de milha, Shin et al. (2015)
descreveram sete regides cromossémicas importantes associadas ao desempenho em
corridas (ECA 5, 8, 16, 20, 21, 28 e 30) contendo genes relacionados a fisiologia muscular.
Destas regides, cinco, localizadas nos ECA 5, 8, 16, 20 e 30, coincidiram com as
encontradas por Pereira et al. (2017, capitulo 3).

Embora, na maioria dos casos, GWAS sejam eficientes para deteccdo de QTLS,
nao sao capazes de gerar informacdes adicionais de alteracdes especificas em genes e
sequéncias em regides associadas do genoma. Atualmente os custos relacionados ao
sequenciamento de regides gendmicas de tamanho significativo, ou mesmo de todo o
genoma (Whole Genome Sequencing — WGS) tem se tornado baixos (LIU et al., 2012),
possibilitando o uso de tecnologias de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS)
para, dentre inUmeras possibilidades, o refinamento de experimentos que utilizam painéis
de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). O sequenciamento de todo o exoma (Whole

Exome Sequencing — WES) pode ser, do mesmo modo, empregado para esse proposito.
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Essa abordagem permite a deteccao de variantes genéticas (SNPs, Insertions/Deletions —
InDels e Copy Number Variation — CNVs) ja mapeadas, ou de novo, em regides expressas
e 5 e 3’ UTR de todo o genoma.

O objetivo deste trabalho foi analisar exomas e sequéncias UTR de equinos de
corrida da raca Quarto de Milha contrastantes para IV max em regides previamente
associadas com a caracteristica por meio de GWAS (PEREIRA et al., 2017, capitulo 3),
visando a prospeccéao de polimorfismos génicos causais, ligados ou em forte desequilibrio

de ligacdo com o desempenho em corridas.

2. Material e métodos

2.1. Amostras, genotipagem e obtencédo de GEBVs

Inicialmente foram utilizados 360 equinos da linhagem de corrida da raca Quarto de
Milha, 78 machos e 282 fémeas, registrados na associacdo brasileira de criadores
(Associacao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha — ABQM), os quais foram
previamente genotipados com chip de SNPs para obteng&o das estimativas individuais de
valores genéticos gendmicos (Genomic Estimated Breeding Values — GEBV) de
desempenho. Desse total, 120 cavalos tiveram o sangue coletado no ano de 2011, os
guais foram genotipados com painel de 54k (Equine SNP50 BeadChip — Illumina, Inc.,
EUA). Os demais, n= 240, foram coletados em 2015, e, por sua vez, foram genotipados
com painel de 65k (Equine SNP70 BeadChip - Illumina, Inc., EUA). Todos os
procedimentos envolvendo os animais foram realizados segundo as normas brasileiras de
bem-estar animal (Protocolo n° 157/2014 — Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA,
FMVZ, Unesp, Botucatu, SP, Brasil).

A leitura de ambos os arranjos foi realizada por meio do sistema HiScan (lllumina,
Inc., EUA). Os controles de qualidade (quality control — QC) foram realizados por meio da
exclusdo de individuos (call rate < 0,9) e de SNPs (call rate < 0,9; valor de p < 1x10 para
Hardy-Weinberg Equilibrium; cromossomo néo autossémicos) de forma independente para
os arranjos de 54k (n= 120) e 65k (n= 240), utilizando o pacote snpStats (CLAYTON,
2015) do programa R v.3.3.1 (R Core Team, 2016). Ap6s o QC, permaneceram 116 e 233
amostras e 46.712 e 56.604 SNPs para os arranjos de 54k e 65k, respectivamente. A partir
disso, com o intuito de homogeneizacédo das informacdes dos gendtipos, foi realizada a
imputacdo em duas vias entre os dois arranjos (i.e. do 54k para o de 65k e do 65k para o
de 54k) por meio do programa Flmpute v.2.2 (SARGOLZAEI et al.,, 2014). Apés a
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conferéncia da acuracia de imputacdo, o critério de QC minor alelle frequency — MAF
(MAF< 0,05) foi aplicado ao painel de gendtipos imputados. A partir disso, 0os 349 animais
gue passaram pelo controle de qualidade inicial passaram a contar com 55.114 SNPs em
suas matrizes de gendtipos.

Os dados de desempenho dos cavalos Quarto de Milha de corrida (indice de
Velocidade maximo — IV max), atualizados até o més de dezembro de 2015, foram obtidos
junto ao Departamento de Estatistica ou ao banco de dados online do Jockey Club de
Sorocaba/SP e junto ao banco de dados norte americano online Equibase. Com objetivo
de garantir a confiabilidade da medida IV max, foram considerados para as andlises
apenas individuos com trés ou mais corridas em seu histérico de competicdo, totalizando
assim, 305 animais genotipados com informacédo de desempenho. Adicionalmente, e de
acordo com o permitido pelo método empregado (ssGBLUP), foram incorporadas as
analises informacdes de pedigree de cada animal genotipado (pai, méde e av0s) por meio
da montagem de uma de uma matriz de parentesco composta por 620 individuos.
Também foram adicionados registros de IV max a 187 animais ndo genotipados que
compunham a matriz de parentesco. Dessa forma, para a obtencdo dos GEBVs foram
utilizados os registros de IV max de 492 animais, seguindo o0 modeloy = Xf + Za + e,
onde: y € o vetor de observacdes; 8 € o vetor de efeitos fixos (sexo, idade e ano da corrida
referentes a observacao do IV max); a é o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos; X € a
matriz de incidéncia; Z € a matriz de incidéncia dos efeitos aleatdrios genéticos aditivos

diretos; e é o vetor do efeito residual.

2.2. Selecao de amostras com GEBVs contrastantes para desempenho em corridas

Com base em GEBVs contrastantes para IV max foram selecionadas 60 amostras,
sendo 30 de IV max superior e 30 de IV max inferior. Esses extremos foram refinados
levando em consideracdo o0s seus historicos de desempenho e, a partir disso, 20
individuos de cada grupo foram escolhidos. Dessa forma, 40 amostras foram consideradas
para o sequenciamento do exoma e regides UTR.

Com o intuito de averiguar a relacdo genética entre os individuos da linhagem de
corrida da raca Quarto de Milha contrastantes para IV max foi conduzida analise de
estratificacdo por meio da plotagem do grafico MDS (escalonamento multidimensional).
Para isso foi considerado, para os 40 individuos, o numero de SNPs comuns aos dois
arranjos que passaram pelo controle de qualidade de genotipagem. Esses marcadores
foram submetidos a pruning para selecédo de SNPs que ndo estavam em desequilibrio de
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ligacdo (linkage disequilibrium — LD), considerando r2 < 0,2. As probabilidades de
compartilhar marcadores idénticos por estado (identity-by-state — IBS) entre todas as
amostras par a par foram calculadas utilizando os SNPs autossdémicos que permaneceram
apos o prune. Esta analise foi realizada por meio do programa PLINK 1.07 (PURCELL et
al., 2007).

2.3. Preparo das bibliotecas, captura e sequenciamento dos exomas equino

O preparo de bibliotecas, a captura e o enriquecimento dos exomas e regides UTR
para sequenciamento foram realizados em dois ciclos conforme o User’s Guide do Seq
Cap EZ HyperCap Workflow v1.0 (Roche, Ale). Em cada ciclo foram feitos pools com 20
amostras de DNA multiplexadas.

A preparacdo de bibliotecas teve inicio a partir de aliquotas de 100 ng de DNA
gendbmico (gDNA), as quais sofreram fragmentacdo enzimatica utilizando o kit KAPA
HyperPlus Library Preparation (Kapa Biosystems, EUA). A ligagdo dos adaptadores
especificos para cada amostra foi realizada com os Kits SeqCap Adapter A e B (Roche,
Ale). A amplificacdo dos fragmentos da biblioteca ocorreu via Ligation-Mediated —
Polymerase Chain Reaction (LM — PCR). A qualidade dos procedimentos realizados foi
verificada por meio da analise de 1 uL de biblioteca de cada amostra amplificada utilizando
0 Agilent Bioanalyzer DNA 1000 chip (Agilent, EUA), conforme as instru¢des do fabricante.
Com auxilio dos kits SeqCap EZ HE-Oligo A e B (Roche, Ale), foram preparados pools de
bibliotecas com amostras multiplexadas a partir da ligacado dos indexes aos adaptadores A
e B. A captura dos fragmentos de interesse da biblioteca gendmica inicial foram realizadas
utilizando os kits SeqCap EZ Developer Library e SeqCap EZ Accessory Kit v2 (Roche,
Ale). As sondas para captura foram sintetizadas pela empresa Roche (Roche, Ale) com
base nas coordenadas de regides codificantes (exons), 5" e 3" UTR considerando a
montagem EquCab 2.0 do genoma equino. A amplificacdo do DNA multiplexado capturado
foi realizada por meio de LM — PCR. Por fim, a quantificacdo dos fragmentos enriquecidos
das regifes alvo foi realizada via RT-gPCR utilizando o kit KAPA Library Quantification
(Library Quantification Primer Premix and qPCR MasterMix e Library Quantification DNA
Standards — Kapa Biosystems, EUA) em aparelho termociclador em tempo real Rotor gene
6000 (Corbett/Qiagen, EUA). A concentracdo de DNA das bibliotecas foi determinada por
meio de regressao linear com base em seis amostras padroes presentes no kit KAPA

Library Quantification.
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As bibliotecas preparadas foram sequenciadas por meio do equipamento HiSeq
2500 (lllumina Inc., EUA) em duas corridas Rapid Run de leituras 2 x 100 nucleotideos
(paired end). Na primeira corrida foi sequenciado um pool contendo bibliotecas de 20
amostras multiplexadas, as quais foram aplicadas em ambas as linhas da flow cell.
Posteriormente, o mesmo procedimento foi repetido para o segundo pool de bibliotecas.
As informac0des resultantes do sequenciamento foram geradas em forma de imagens. O
programa Consensus Assessment of Sequence and Variation (CASAVA) versao 1.8.2
(Nlumina Inc., EUA) foi utilizado para localizar os clusters de fragmentos na flow cell, os
quais foram sintetizados por meio do HiSeq Rapid PE cluster kit v2 (lllumina Inc., EUA), e
analisar a intensidade e o ruido das imagens brutas. Apds o demultiplex, processo que
retira os indexes que serviram para diferenciar as amostras que foram sequenciadas nas
mesmas linhas da flow cell, os arquivos com as sequéncias de nucleotideos dos clusters
que estavam no formato *.bcl foram transformados para o formato *.fastq.gz também por
meio do CASAVA. A checagem inicial da qualidade das reads e da cobertura média do
sequenciamento foram obtidas considerando o total de amostras por meio dos programas
FastQC (ANDREWS, 2010) e CLC Workbench Genomics v.9.5.2 (Qiagen, EUA),

respectivamente.

2.4. Alinhamento das reads ao genoma equino de referéncia

Com base nos dados de qualidade obtidos por meio do FastQC, parametros para
limpeza e corte (trim) das reads foram aplicados para algumas amostras individuais por
meio do programa CLC Workbench Genomics, com intuito de ajusta-los para inclusdo no
seu workflow. Para conferir a eficacia da limpeza (trim), as reads obtidas com o CLC
Workbench Genomics foram novamente analisadas utilizando o programa FastQC, em que
foram comparadas per base quality e per sequence content antes e apds a limpeza.
Seguindo os parametros definidos com base nos testes descritos acima, a limpeza de
todas as reads foi realizada.

O mapeamento das reads em relacdo ao genoma equino de referéncia (EquCab
2.0) foi conduzido para cada amostra (uma por vez), seguindo os padrdes (default) do
programa CLC Workbench Genomics v.9.5.2 (Qiagen, EUA), em que foram gerados
arquivos *.bam (binary alignment/map), semelhantes aos arquivos *.sam (sequence
alignment/map), porém em formato comprimido. Estes arquivos foram ordenados e
indexados por meio do programa SAMtools v.1.4 (LI et al., 2009) e por meio do programa
CLC Workbench Genomics v.9.5.2 (Qiagen, EUA) foi obtida a cobertura média para todas



80

as amostras e a percentagem de regides cobertas para diferentes faixas de coberturas (1x,
10x, 20x e 40x) para cada amostra. Para isso foram consideradas, conjuntamente, todos

0s éxons, e regides 5’ e 3' UTR descritos no EquCab 2.0.

2.5. Deteccao e filtragem de polimorfismos

A identificacao de polimorfismos (SNPs e InDels), para cada amostra em relagéo a
referéncia, foi realizada com o programa CLC Workbench Genomics seguindo os
parametros que seguem: probabilidade de variante de 90%; frequéncia minima de 30%;
gualidade de mapeamento minima de 20; e qualidade phred score Q = 30. Adicionalmente,
utilizou-se um segundo filtro de qualidade (marginal variant filter — MVF) em que foram
excluidas variantes com balanco forward-reverse menor que 0,05 para evitar o strand bias,
0 que afetaria principalmente polimorfismos do tipo InDel. Apdés a identificacdo das
variantes, arquivos *.vcf (cariant call format) contendo SNPs e InDels foram gerados para
cada amostra e combinados em arquivo Unico (merge) por meio do programa vcftools
(DANECEK et al.,, 2011). Os gendtipos perdidos apdés o procedimento de merge
(homozigotos referéncia) foram recuperados utilizando 0 programa
FixVcfMissingGenotypes (LINDENBAUM, 2015).

Com o objetivo de analisar as variantes localizadas/mapeadas nas regifes de
interesse, as 33 regifes associadas em estudo de GWAS descritas por Pereira et al.
(2017, capitulo 3), cada uma contendo aproximadamente 1 Mb (Tabela 1), foram filtradas.
ApGs a filtragem das regifes de interesse, as variantes foram submetidas a controle de
gualidade por meio do programa vcftools (DANECEK et al., 2011). Considerou-se
cobertura minima de sequenciamento de 20x, frequéncia minima de amostras genotipadas

para uma variante de 0,5, e desvio de HWE < 0,001.
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Tabela 1 — Localizagado cromossOmica e posic¢des iniciais e finais de 33 regibes gendmicas

associadas ao desempenho em corridas na raca Quarto de Milha por meio de

dois métodos diferentes de single-step GWAS (métodos 1 e 2) para obtencéo
do efeito de SNPs. (Pereira, 2017, capitulo 3).

Método 1 - ssGWAS1

Método 2 - sSGWAS2

Regiédo chrt Posicéo inicial Posicao final Regido Chr* Posicéo inicial Posicéo final
1 1 20.721.039 21.689.628 1 3 63.351.099 64.348.556
2 1 61.826.124 62.818.065 2 5 62.937.896 63.920.127
3 2 69.370.047 70.369.774 3 9 66.879.753 67.826.611
4 3 65.380.573 66.369.357 4 10 58.735.380 59.710.571
5 8 30.526.194 31.504.074 5 15 53.973.327 54.889.258
6 8 62.566.792 63.559.486 6 15 72.126.768 73.121.731
7 10 57.990.860 58.961.242 7 15 75.795.552 76.782.973
8 10 58.997.563 59.976.633 8 20 59.429.342 60.422.986
9 11 03.345.863 04.341.072 9 22 10.600.456 11.589.137
10 11 35.523.097 36.481.549 10 22  14.927.558 15.876.595
11 15 45.572.062 46.563.225 11 25 18.073.334 19.043.039
12 15 46.601.694 47.575.761 12 30 138.095 01.097.585
13 15 76.296.526 77.289.510
14 15 82.855.154 83.838.250
15 15 87.766.362 88.753.736
16 16 16.542.440 17.474.810
17 16 17.542.693 18.503.480
18 16 77.697.272 78.681.644
19 22 10.868.934 11.861.413
20 25 17.757.118 18.713.444
21 25 18.768.518 19.722.839

'Chr = cromossomo

2.6. Prospeccéo e anotagcdo dos polimorfismos e genes de interesse

Para a prospeccao de SNPs e InD

els de importancia aplicou-se ao conjunto

total de variantes localizadas nas regibes de interesse trés abordagens distintas e

independentes. Primeiramente, por meio da ferramenta Variant Effect Predictor (VEP) do

Ensembl (http://www.ensembl.org/), as localizacbes dos polimorfismos no genoma e

seus efeitos funcionais — SNP sindnimo ou SNP n&o sindbnimo (missense), SNP stopgain

ou nonsense (causa stop codon) e SNP stoploss (elimina o stop codon) e InDel

frameshift ou ndo frameshif — foram analisadas. Também por meio do VEP foram

prospectadas variantes de importancia com base na predi¢do de scores SIFT (SNPs nédo

sinbnimos) e no impacto na estrutura de proteinas (impacto alto). O score SIFT prevé se

uma substituicio de aminoacidos pode afetar a funcdo da proteina com base na


http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html)
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homologia de sequéncias e na semelhanca fisico-quimica entre os amino&cidos
alternativos. Cada substituicdo de aminoacidos recebe uma pontuacdo e uma predicao
qualitativa. A predicdo qualitativa é derivada da pontuacdo de score, de modo que as
substituicbes com pontuacéo <0,05 sdo denominadas "prejudiciais” (deleterious) e todas
as outras sdo denominadas "toleradas" (tolerated). Em seguida, utilizou-se o teste exato
de Fisher (FISHER, 1970) com significancia de 1% (p < 0,01), por meio do programa
PLINK 1.07 (PURCELL et al., 2007), para identificar frequéncias alélicas diferentes entre
as amostras contrastantes para IV max.

Por fim, as funcbes biolégicas dos genes em que se encontram localizados os
SNPs de interesse foram investigadas por meio da ferramenta PANTHER v.10 (Ml et al.,
2015).

3. Resultados e discussao

3.1. Amostras sequenciadas

Animais do grupo com desempenho superior apresentaram 5,4 vezes mais vitorias
em numeros absolutos do que os do grupo de pior desempenho (Tabela 2). Considerando
a proporcéo de primeiros lugares em relacéo ao total de corridas, nota-se mais vez grande
diferenca entre 0s grupos contrastantes, em que animais de grupo de melhor desempenho
venceram em média uma corrida a cada trés que disputaram. No grupo com desempenho
inferior essa proporcao foi de uma vitéria a cada nove provas disputadas. Ao se considerar
0 numero total de corridas, os individuos do grupo IV max superior disputaram em média
duas vezes mais provas do que os de IV max inferior. Na prética, cavalos que conseguem
boas colocacbes em suas primeiras provas, tendem a ser mantidos em atividade e em
disputas por maior tempo, o que ndo ocorre com individuos de desempenho insatisfatorio.
Com base nessas informacgfes, pode-se afirmar que as estimativas de GEBVs utilizadas
nesse estudo mostraram-se adequadas para a separacdo de grupos contrastantes, sendo
mais eficientes para esse propdsito, do que EBVs ou fenoétipos corrigidos para efeitos
fixos, simulados previamente. E importante ressaltar, que em corridas de cavalos da raca
Quarto de Milha, as distancias curtas e as pequenas diferencas de tempo entre animais
vitoriosos e de pior desempenho sdo pequenas e distribuem-se de forma continua, fato

gue ndo permite a separacao de dois grupos de animais incontestavelmente contrastantes.
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Tabela 2 — Animais extremos para desempenho em corridas (considerando a amostra total de
cavalos da linhagem de corrida da raga Quarto de Milha), baseados em valores

gendmicos (GEBVs) com base em efeitos estimados de marcadores obtidos no

SSGWAS2.
Animais com maiores GEBVs Animais com menores GEBVs
Id N 1° 20 3° Id N 1° 20 3°
Co74 36 9 10 7 C156 23 0 4 5
C096 21 5 4 3 C032 19 2 5 5
C208 20 8 2 4 C093 18 3 4 2
Co073 19 5 3 3 C341 10 1 2 3
cos1 18 9 6 1 C019 9 2 3 1
C361 18 2 2 4 C349 9 1 1 0
C113 16 9 2 3 C280 8 1 3 0
C318 15 5 6 0 C121 8 0 3 2
C199 12 3 2 4 C386 7 2 1 1
C205 12 3 1 3 C025 6 1 1 2
Cl144 11 6 1 0 Cco14 5 1 1 1
C157 10 7 2 0 Cco71 5 1 3 0
C228 10 4 3 1 C024 5 1 1 3
C398 9 3 2 2 C010 5 1 2 0
C109 9 3 0 2 C197 4 1 1 0
C194 9 3 2 3 C132 4 0 0 0
Ccoo7 8 4 2 1 C268 4 0 0 2
C305 7 3 1 0 C138 4 0 0 2
C251 6 4 0 0 C294 3 0 1 1
co27 6 2 1 3 C333 3 0 0 1
Totais 272 97 52 44 Totais 159 18 36 31
Proporcdes em Proporcdes em
relacdo ao total relacédo ao total
de corridas 0,36 0,19 0,16 de corridas 0,11 0,23 0,19
Proporcdes em Proporcdes em
relacdo ao total relacédo ao total
de 1°,2°¢ 3° de 1°,2°¢ 3°
lugares 0,50 0,27 0,23 lugares 0,21 0,42 0,36

Na analise de estratificacdo do conjunto amostral contrastante ndo foram
identificados clusters de forma significativa (Figura 1). Portanto, ndo foram encontradas
subpopulacdes originadas, principalmente, por diferencas de ancestralidade, o que pode
acarretar em diferencas sistematicas nas frequéncias alélicas entre 0s grupos

contrastantes, levando a associa¢cfes genéticas errbneas.
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Figura 1 — MDS plot do conjunto total de amostras contrastantes (n= 40) considerando os
39.664 SNPs comuns a ambos os arranjos equinos. Os circulos e os losangos
correspondem a animais genotipados com o0s arranjos de 54k e 65k,

respectivamente.

3.2. Sequenciamento e alinhamento

Os dois pools aplicados nas corridas de sequenciamento foram formados
aleatoriamente. Dessa forma, cada pool continha tanto bibliotecas de amostras de
individuos IV max superior (aproximadamente 50%) quanto de IV max inferior
(aproximadamente 50%). Ao longo das preparacdes das bibliotecas, uma das amostras
ndo atingiu os padrdes necessarios de amplificacdo e foi descartada. Assim, foram
sequenciados ao todo 39 individuos, sendo 20 de IV max superior e 19 de IV max inferior.

Para a primeira corrida de sequenciamento (n= 20) foram obtidas 2.498.929.809
sequéncias pareadas (paired-end) e para a segunda (n= 19) 1.629.737.973. A qualidade
inicial das reads (antes do controle de qualidade) foi avaliada por meio do programa
FastQC considerando de forma conjunta todas as amostras de cada corrida do
sequenciamento. Foram checados itens como: qualidade de leitura das reads, contetudo de
GC, proporcao de contribuicdo de cada nucleotideo, entre outros. Foram observadas boas
gualidades de leitura para toda extensdo das reads sequenciadas (até 100pb). Contudo, a
proporcao da contribuicdo de cada nucleotideo e a qualidade score phred foram ruins nos
primeiros pb na extremidade 5’ e nos 3 pb da extremidade 3’, porém acima do aceitavel

A cobertura do sequenciamento foi obtida com base em todas as regides

codificantes, 5 e 3’ UTR para cada amostra. A cobertura média considerando ambas as
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corridas de sequenciamento foi de 43x (£13,8x), com média de 50x (+20,1x) e 35x (x3,7X)

para a primeira e a segunda corrida, respectivamente. Foram observadas as médias de

74% (£16,6%) e 68% (+4.07%) de regides alvo cobertas 20x (limiar minimo de corte para

deteccao

de variantes) na primeira e segunda corrida de sequenciamento,

respectivamente (Tabela 3). Embora os dados estatisticos descritivos de cobertura tenham

sido obtidos para as regides codificantes e UTRs, o alinhamento de regifes adjacentes as

regides alvo (intrénicas e intergénicas) ocorreu em menor escala, devido a captura pelas

sondas nao se limitar estritamente ao alvo. Isso pode trazer ganho consideravel de

informacao, principalmente, pelo fato de aumentar a extensao das regides sequenciadas.

Tabela 3 — Porcentagens de cobertura em diferentes faixas (1x, 10x, 20x e 40x) de duas

corridas de sequenciamento (corridas 1 e 2) considerando o exoma de cada
uma das 39 amostras de equinos de corridas da raca Quarto de Milha

sequenciadas.

Cobertura - Corrida 1 Cobertura - Corrida 2

1x 10x 20x 40x 1x 10x 20x 40x

Cco7
C10
Cl4
C19
C25
c27
C32
C73
C82
C96
C109
C144
C157
C199
C205
C208
C228
C237
C251
C275

93,52% 86,43% 73,71% 40,35% ([C85 ([94,04% 85,82% 73,20% 42,97%
94,47% 91,76% 88,46% 79,16% |C93 [93,56% 82,14% 64,06% 29,38%
94,17% 90,44% 85,40% 71,44% (C121(94,13% 86,73%  74,56%  45,80%
94,37% 91,34% 87,72% 77,71% |C132(93,94% 8524% 71,72% 42,27%
94,37% 91,47% 87,80% 77,39% ([C138(94,10% 85,65% 72,66% 44,70%
94,51% 91,78% 88,54% 79,66% |C197(93,88% 84,56% 69,16% 36,82%
93,70% 88,26% 80,14% 57,51% ([C242(94,04% 85,74% 72,28% 41,61%
94,05% 89,99% 84,37% 68,43% |C268(94,02% 85,32% 71,21% 40,16%
88,98% 48,54% 14,06% 0,42% C277193,91% 84,24%  69,74% 40,73%
93,97% 89,77% 83,62% 65,68% |C280(93,97% 8545% 71,69% 40,75%
94,16% 90,41% 84,95% 67,86% ([C294(93,96% 86,00 71,65% 37,63%
93,49% 86,62% 75,71% 47,76% |C305(93,81% 83,64% 65,86% 29,82%
93,42% 86,22% 74,09% 43,07% ([C333(93,64% 83,68% 68,26% 35,86%
93,17% 83,76% 65,89% 28,00% |C341(93,48% 81,92% 63,58% 27,62%
93,63% 90,97% 86,96% 42,19% ([C349(93,72% 83,24% 65,49% 29,56%
93,22% 83,96% 68,14% 32,77% |C361(93,43% 81,33% 61,29% 24,37%
93,32% 85,02% 69,77% 32,87% ([C364(93,64% 83,10% 65,11% 28,73%
93,05% 82,57% 61,83% 21,70% |C381(93,41% 80,50% 60,77% 25,34%
93,06% 82,07% 62,49% 24,08% ([C398(93,69% 83,70% 67,05% 32,14%
93,35% 85,18% 71,43% 37,84%
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3.3. Deteccéo e filtragem de SNPs e InDels

Por meio programa CLC Workbench Genomics foram identificadas 150.106
variantes para todo o exoma, regides 5’ e 3’ UTR e regides adjacente capturadas pelas
sondas. Isto, considerando a aplicagcdo do QC final por meio de filtros de qualidade do
programa vcftools, mas néo a filtragem para regides de interesse (PEREIRA et al., 2017,
capitulo 3).

ApoOs a selecéo para as 33 regides de interesse (~33 Mb), foram identificadas 1.206
variantes (1.105 SNPs e 93 InDels). Desse modo, foram localizadas em média um SNP a
cada 25 Kb e um InDel a cada 300 Kb, ou seja, média de 40 SNPs e 2,2 InDels para cada
regido analisada (~1Mb de extensdo). O nimero de SNPs e InDels tomando somente o
exoma, 5 e 3’ UTR dentro das 33 regides de interesse foram de 408 SNPs e 43 InDels,
respectivamente. Portanto, a densidade média foi de aproximadamente um SNP a cada
1,6 Kb e um InDel a cada 15,1 Kb se considerado o exoma como 2% (~650kb) do tamanho
total de todas as regides de interesse.

Quanto a qualidade do mapeamento dos polimorfismos, de modo geral as
proporcdes de SNPs e InDels de baixa qualidade (0-30) foram pequenas, ficando a maior
proporcao entre faixas medianas de qualidade (30-90), com um decaimento natural apos
esses valores (Figura 2). Contudo, como observado por Godoy et al. (2015), a
percentagem de InDels mapeadas com baixa qualidade é maior que a de SNPs devido a
dificuldade inerente a maior complexidade em mapear reads em regides de InDels (LI et
al., 2009).

P [}
= =
' '

=
'

Porcentagem de varintes
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factor(variant_type) =# InDels =% SNPs

Figura 2 — Percentagens de SNPs e InDels (eixo y) em relagcéo a diferentes intervalos de
qualidade (0 a 210) (eixo x) nas regides de interesse sequenciadas em cavalos
Quarto de Milha de corrida contrastantes para desempenho.
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Na Figura 3 sado observados dados de cobertura nas posi¢cdes das variantes para
cada amostra, que, assim como para o exoma e regides UTR, foram obtidos considerando
somente polimorfismos localizados dentro das 33 regibes de importancia. A cobertura
média para os polimorfismos foi de 37,8x considerando as duas corridas de
sequenciamento. De maneira geral, as amostras da primeira corrida de sequenciamento
apresentaram cobertura das variantes menos uniforme se comparadas as amostras da
segunda corrida. Dentre as amostras sequenciadas, a C82 teve o0 menor numero de
variantes identificadas, devido, provavelmente, a pior qualidade de seu sequenciamento,

causado por supostos problemas na preparagao de sua biblioteca.
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Figura 3 — Box-plot da cobertura das variantes prospectadas em regides alvo (eixo y) para
cada amostra de equinos de corrida da raca Quarto de Milha sequenciada
(eixo x), em que caixas da cor cinza e brancas representam as corridas 1 e 2
de sequenciamento, respectivamente. As caixas representam regides

interquartis e a linha central a mediana.

O numero de SNPs identificados nas regides de interesse para cada amostra
sequenciada foi sensivelmente maior se comparado ao de InDels (Figura 4). Isso
pode ser atribuido, primeiramente, ao fato de o nimero de InDels ser cerca de oito
vezes menor que o de SNPs em genomas eucariotos (LUNTER e GOODSON,
2007; CARTWRIGHT, 2009) e, também, a capacidade de mapeamento desses
polimorfismos que pode variar de forma consideravel em funcdo da ferramenta

utilizada para as suas identificagfes. Isso se deve a robustez e sensibilidade de
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diferentes algoritmos e a variacdes na cobertura de sequenciamento (KRGIGARD et
al., 2016).

600
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200

S ey

variation [JJj noess [l swes

Figura 4 — Numero de SNPs e InDels (eixo y) identificados nas regifes sequenciadas em
cada amostra de equino da raga Quarto de Milha sequenciada (eixo x).

3.4. Anotacéao funcional de variantes genémicas

As posicoes das 1.203 variantes (1.105 SNPs e 93 InDels) prospectadas nas
regides de interesse foram submetidas ao programa VEP. Destas, 61,3% nao estavam
registradas/depositadas em banco de dados de polimorfismos de DNA equino.

Considerando todas as variantes, 57% foram mapeadas em regides de intron (49%)
ou inter-génicas (8%) (Tabela 4). Em um primeiro momento este fato pode ser considerado
inesperado, visto que foi realizado sequenciamento de exons e regides UTR. Contudo,
como mencionado anteriormente, as sondas utilizadas capturam fragmentos de tamanhos
gue, muitas vezes, podem ser maiores que as regides alvo. Considerando somente as
variantes localizadas em regides codificantes, houve maior propor¢do de polimorfismos
sinbnimos (60%). Entretanto, proporcdo consideravel de polimorfismos missense foi
observada (40%).
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Tabela 4. Localizagdo gendmica das variantes identificadas nas regibes de interesse

sequenciadas em animais Quarto de Milha de IV max superior e de IV max inferior.

Localizagdo no genoma Numero de Porcentagem
variantes de variantes
3 prime UTR variant 30 2.5%
5 prime UTR variant 9 0.7%
Coding sequence variant 2 0.2%
Downstream gene variant 26 2.2%
Frameshift variant 2 0.2%
Frameshift variant , splice region variant 1 0.1%
Frameshift variant , splice region variant , 2 0.2%
intron variant
Intergenic variant 28 2.3%
Intron variant 597 49.7%
Missense variant 161 13.4%
Non coding transcript exon variant , non 8 0.7%
coding transcript variant
Splice region variant , 3 prime UTR variant 1 0.1%
Splice region variant , 5 prime UTR variant 1 0.1%
Splice region variant , intron variant 33 2.7%
Splice region variant , synonymous variant 9 0.7%
Start lost 1 0.1%
Synonymous variant 250 20.8%
Upstream gene variant 40 3.3%

Para checar o potencial impacto da mudanca de aminoacidos em decorréncia de
polimorfismos néo sindnimos (missense) dentro das 33 regides de interesse, o escore SIFT foi
obtido por meio da ferramenta VEP. Foram identificados SNPs com escores SIFT menores que
0,05 em seis cromossomos diferentes (ECA 2, 10, 11, 15, 16 e 25) (Tabela 5).

No ECA 15, foram identificados quatro SNPs em trés diferentes regides de importancia, nas
posicdes de 54 Mb (ssGWAS2), e 77 Mb e 88 Mb (ssGWAS1). O SNP rs396926159 (ECA15 — 88
Mb) foi mapeado no primeiro exon de gene ainda ndo caracterizado (ENSECAG00000013638), em
posicdo start lost. Assim, foi classificado como de alto impacto, ou seja, a alteracdo no cédon
(aTg/aCqg) leva a perda do sitio de iniciacdo da sintese proteica. Embora, assuma-se que 0 inicio
da tradugdo comega com 0 no start cdédon, alguns estudos tem mostrado que a sintese proteica
poderia comecar alguns sitios antes do cédon ATG (PARSONS et al.,, 2013). Contudo, a nao

caracterizacdo do gene em equinos nao permite discussao mais aprofundada. Os demais SNPs do
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ECA 15 ainda ndo foram depositados em banco de dados e estéo localizados nos genes ABCG5
(15:54808938C>G e 15:54813992C>T) e GEN1 (15:77037894A>T), os quais foram indicados,
dentre os genes prospectados por Pereira et al. (2017, capitulo 3), como candidatos funcionais
para desempenho em corridas na raca Quarto de Milha. Vale destacar ainda que no trabalho de
Pereira e colaboradores, o gene ABCG5 teve o maior nimero de termos de ontologia genética
enriqguecidos significativamente.

No ECA 16 foram identificados trés SNPs, dois dos quais (rs782886289 e
16:17363187G>A) localizados no gene SHQ1. Este gene foi descrito por SHIN et al. (2015) como
candidato para desempenho em corrida em equinos apos associagao significativa por meio GWAS
em cavalos PSI. No ECA 10 foram apontados quatro SNPs, dos quais dois estdo localizados no
gene ARMC2. Esses polimorfismos estédo localizados em regido concordante entre os métodos
ssGWAS1 e ssGWAS2 utilizados por Pereira et al. (2017, capitulo 3). No ECA 15, os polimorfismos
25:17759560T>A e 25:18115651T>A foram mapeados nos genes ZFP37 e FKBP15,
respectivamente. O gene FKBP15, esta localizado em uma regido concordante do cromossomo 15

entre 0os métodos ssGWAS1 e ssGWAS2 (PEREIRA et al., 2017, capitulo 3).

Tabela 5. Descricdo dos SNPs de score SIFT menor que 0,05 em relacdo ao genoma
equino de referéncia encontrados nas regifes de interesse sequenciadas em

animais Quarto de Milha de IV max superior e de IV max inferior.

Localizagdo  Alelo® Simbolo Gene Exon Variantes Codons SIFT
HGCN
2:69626616 A TMEM192 ENSECAG00000014003 2/6 rs782866029 Cat/Aat 0.02
10:58739720 A ARMC2 ENSECAG00000024506 18/10 rs395641393 Gtt/Att 0.03
10:58739790 C ARMC2 ENSECAG00000024506 18/10 rs397493223 gGa/gCa 0.03
10:58985153 A - ENSECAG00000026868 4/6 - tGcltAc 0.00
10:59027763 G - ENSECAG00000011811 3/9 rs394184729 tTttGt 0.00
11:3713962 A - ENSECAG00000023129 1/3 - cGalcAa 0.04
11:3714315 A - ENSECAG00000023129 3/3 rs396071787 Gat/Aat 0.0 (LC)*
15:54808938 G ABCG5 ENSECAG00000010864 4/13 - Cgg/Ggg 0.04
15:54813992 T ABCG5 ENSECAG00000010864 8/13 - Cgg/Tgg 0.00
15:77037894 A GEN1 ENSECAG00000020295 13/13 - gAalgTa 0.01
15:88474045* G - ENSECAG00000013638 1/6 rs396926159 aTg/aCg 0.03
16:17363187 A - ENSECAG00000000673 4/4 - Gtg/Atg 0.01
16:17592454 C SHQ1 ENSECAG00000015673 5/13 - Gag/Cag 0.01
16:17592482 G SHQ1 ENSECAG00000015673 5/13 rs782886289 cCcl/cGc 0.01
25:17759560 T ZFP37 ENSECAG00000011666 4/5 - Ggg/Agg 0.00



91

25:18115651 T FKBP15 ENSECAGO00000017713 26/29 - Ccg/Acg 0.02 (LC)
" start_lost com alto impacto; *alelo alternativo; - low confidence

Com base na localizacdo consenso de cada variante, foram prospectados
polimorfismos de alto impacto no genoma (Tabela 6), ou seja, agueles que afetam
sensivelmente a proteina traduzida, causando truncamento, perda ou decaimento de
funcdo. Das seis variantes encontradas, cinco tem potencial para causar frameshift e
destas, trés estado localizadas em regifes de splice. Variantes em regides de splice (splice
variant) estdo localizadas na juncdo exon-intron, ocorrendo dentro do exon (1-3pb) e/ou
dentro do intron (1-8pb) (BUTKIEWICZ e BUSH, 2016). No ECA 15 foram encontradas
duas variantes de alto impacto, uma SNP start lost (rs396926159), ja descrita
anteriormente por apresentar escore SIFT 0,03, e uma inser¢ao de 4pb (15:82864445) em
uma regido intrébnica de splice no gene NOL10. No ECA 11, dois polimorfismos foram
descritos nas posicdes 11:4215438 e 11:36178208 nos genes SOCS3 e LHX1,
respectivamente. O polimorfismo 11:4215438 corresponde a InDel de uma base no exon 6
do gene SOCS3, o qual foi descrito anteriormente como candidato para desempenho em
Quartos de Milha de corrida por Pereira et al. (2017, capitulo 3). Na posicéo 63.660.646 do
gene COL11A1 no ECA 5 também foi encontrado um InDel. Este gene teve muitos termos
enriquecidos de forma significativa por Pereira et al. (2017, capitulo 3), os quais o
relacionaram como candidato para desempenho em corridas na raca Quarto de Milha.

Tabela 6. Descricdo de variantes de alto impacto encontradas em regides de interesse

sequenciadas em cavalos Quarto de Milha dos grupos IV max superior e IV

max inferior.

A a Simbolo :
Localizagdo  Alelo® Consequence HGCN Exon Codons Variante SIFT
11:4215438 - Frameshift SOCS3 6/7 aCclac - -
11:36178208 C Frameshift, LHX1 - -/IC - -

splice_region_variant
intron_variant
15:82864445 GTAA Frameshift_variant, NOL10 - gtt/gGTAALtt - -
splice_region_variant
15:88474045 G Start_lost - 1/6 aTg/aCg rs396926159 0.03
25:19192379 G Frameshift_variant ~ AKNA 5/23 -/IC - -
5:63660646 G Frameshift_variant, COL11Al - -IG - -

splice_region_variant
intron_variant
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A partir do teste de Fisher, foram identificados sete SNPs com frequéncias alélicas
significativamente diferentes (p< 0,01) em cinco cromossomos (ECA 2, 8, 10, 15, 30)
(Tabela 7). Um SNP missense (rs782906387) foi identificado no exon quatro do gene
HNRNPU (ECA 30). Este gene esta localizado em regido cromossémica que explicou, de
forma Unica, mais de 7% da variancia genética total para caracteristica IV max (PEREIRA
et al., 2017, capitulo 3). Regido a aproximadamente 2 Mb de distancia desse gene foi
descrita por Shin et al. (2015) como contendo pelo menos um gene significativo para
desenvolvimento muscular em cavalos PSI. No ECA 10 foram descritos trés SNPs
sinbnimos, todos inseridos em regiao concordante (58.997.563-59.710.571) entre as duas
abordagens (ssGWAS1 e ssGWAS?2) utilizadas por Pereira et al. (2017, capitulo 3) para
identificar QTLs associados ao desempenho em Quartos de Milha de corrida. Dentre os
trés polimorfismos, dois estdo localizados em genes conhecidos/anotados (FIG4 e
MICAL1), sendo o MICAL1 descrito por esses autores como candidato posicional e
funcional para a caracteristica. Dois SNPs intronicos, o rs69003211 no ECA 15 e o
8:30591631T>C (n&o depositado em bancos de dados) no ECA 8, estdo localizados nos
genes SPTBN1 e EPB41L3, respectivamente. Ambos os genes também foram descritos
como candidatos funcionais para desempenho em corrida no Quarto de Milha por Pereira
et al. (2017, capitulo 3).

Tabela 7. Descricdo de polimorfismos em regides de interesse sequenciadas com
diferenca de frequéncias alélicas, identificados por meio de teste exato de
Fisher (p< 0,01), entre individuos Quarto de Milha dos grupos de IV max

superior e de IV max inferior.

Localizacdo Alelo’ Conseq HGNC* Exon Intron Codons Idenuﬁgagéo Freq”  Freq SIFT
de variante V+ V-
10:59081866 T  Sin6nimo - 5/5 - gtG/gtT rs68832518 0,33 0,12 -
10:59190226 G  Sindbnimo MICAL1 11/24 - acT/acC rs68832574 0,38 0,12 -
10:59412795 A  Sin6nimo FIG4 16/24 - gcG/gcA rs68861307 0,40 0,13 -
15:45580693 C  Intrdbnico  SPTBN1 - 22/36 - rs69003211 0,50 0,23 -
2:69784058 T  Upstream - - - - rs397340625 0,25 0,06 -
30:187747 A  Missense HNRNPU 4/13 - Gca/Aca rs782906387 0,31 0,10 0.66
8:30591631 T Intrbnico EPB41L3 - 121 - - 045 014 -

*=HUGO Gene Nomenclature Comitte; "Alelo alternativo; “frequéncia do menor alelo (MAF) para as amostras IV
superior (caso) e IV inferior (controle).
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3.5. Genes prospectados

Considerando os trés métodos de prospeccéo de variantes de importancia utilizados
no presente trabalho (escore SIFT, impacto e teste de Fisher), 16 genes
caracterizados/anotados na espécie equina podem ser destacados. Dentre estes, nove
foram encontrados em regides de interesse para desempenho em corridas no Quarto de
Milha exclusivamente por meio do método ssGWAS1 (AKNA, GEN1, LHX1, NOL10,
SHQ1, SOCS3, TMEM192, SPTBN1 e EPB41L3) e trés (ABCG5, COL11A1 e HNRNPU)
exclusivamente em regides associadas por meio de ssGWAS2. Com isso, quatro genes
(ARMC2, FKBP15, MICAL1 e FIG4) foram apontados por ambos os métodos (PEREIRA et
al., 2017, capitulo 3). Do total dos genes identificados neste trabalho, oito foram indicados
como candidatos posicionais e funcionais para desempenho em corridas no Quarto de
Milha por Pereira et al. (2017, capitulo), dos quais um foi destacado por Shin et al. (2015)
no PSI.

De maneira geral estes genes estéo relacionados em humanos ao metabolismo de
esterdis (ABCG5), ao metabolismo energético de carboidratos e lipideos (SOCS3), ao
processo de recombinacdo cromossOmica homologa, atuando na Juncédo de Holliday
(GEN1), ao desenvolvimento de tenddes e ao crescimento e desenvolvimento de
condrdcitos em placas de cartilagem (COL11A1), e a despolimerizacdo do filamento de
actina (MICAL1), processo importante na contragdo muscular. O gene SHQ1, também
associado ao desempenho em corridas no PSI (SHIN et al.,, 2015), codifica elemento
necessario para a montagem de ribonucleoproteinas da telomerase.

Para os genes ndo descritos como candidatos funcionais (por meio de analise de
enriguecimento) para desempenho em cavalos de corrida Quarto de Milha por Pereira et
al. (2017, capitulo 3), termos ontologicos relacionados a processos biolégicos foram
obtidos com base em anotacdes do genoma equino a partir da ferramenta PANTHER.
Alguns genes (NOL10, TMEM192 e ARMC2) ndo apresentaram termos para processos
biologicos e possuem fungédo pouco conhecida, mesmo considerando organismos modelo.
O gene FKBP15 apresentou funcbes conhecidas em plantas ou organismos menos
complexos. O gene HNRNPU, descrito no ECA 30, regidao que explicou individualmente
mais de 7% da variancia genética total da caracteristica IV max (PEREIRA et al., 2017,
capitulo 3), possui termos associados principalmente ao desenvolvimento das células do
musculo cardiaco (GO:0055013) e também a regulacédo circadiana da expressado génica
(G0O:0032922). O gene AKNA apresentou apenas um termo de ontologia genética —

regulacéo positiva da transcricdo a partir do promotor da RNA polimerase Il. Este gene
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codifica fatores de transcricdo AT-Hook, o qual € um DNA-binding motif presente em
muitas proteinas. Estudos destacam o papel fundamental dos fatores de transcricdo AT-
hook como reguladores principais de processos celulares fundamentais envolvidos no
desenvolvimento, funcdo imunoldgica, cancer, diabetes e outras doencas em humanos
(MOLITERNO e RESAR, 2011).

O gene ZFP37 codifica uma proteina zinc-finger e é expresso em todos os tecidos
do sistema nervoso central, atuando tanto no desenvolvimento de células neuronais,
guanto na manutencdo da atividade destas em individuos adultos. O gene LHX1 (LIM
homeobox 1) codifica fator de transcricdo importante para o desenvolvimento dos sistemas
renal e urogenital. Este gene, também foi descrito como candidato para a sindrome de
Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser, desordem caracterizada por anomalias do trato genital
feminino (LEDIG et al., 2012). Embora, grande parte das pesquisas envolvendo esse gene
em humanos tenha sido relacionada ao aparelho reprodutivo, alguns termos associados a
ele estdo ligados ao desenvolvimento do cerebelo e diferenciacdo de células Purkinje
cerebelar (G0O:0021549 e GO0:0021702). A funcdo dessas células esta estritamente
relacionada a coordenacdo de movimentos e o cerebelo ao ajuste fino e precisdo de
movimentos. Por fim, o gene FIG4 foi relacionado por termos de ontologia a
comportamento de locomocéo e desenvolvimento neuronal.

Parte dos genes aqui identificados coincidem com alguns dos anteriormente
descritos em estudos de GWAS na raca Quarto de Milha (PEREIRA et al., 2017, capitulo
3) e PSI (SHIN, et al., 2015) como candidatos funcionais para desempenho em corridas.
Embora, poucos genes candidatos funcionais novos, ja caracterizados e anotados, tenham
sido identificados, suas funcbes se assemelham com a de alguns genes ja associados
anteriormente, como por exemplo: desenvolvimento neuro-motor; comportamento
locomotor e regulacdo hormonal. O fato de boa parte dos genes candidatos novos ainda
ndo terem sido caracterizados, ou mesmo, 0s ja anotados nao possuirem funcdes
conhecidas que possam ser relacionados ao desempenho atlético em corridas, abre
campo para pesquisas pontuais de genes e proteinas que possam estar relacionados a

caracteristica.
4. Conclusodes
Neste trabalho foram obtidas sequéncias de exons, UTR e adjacéncias de regides

consideradas de interesse por GWAS anteriormente realizado em equinos de corrida da

raca Quarto de Milha. Com base em trés abordagens distintas e independentes identificou-
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se nas sequéncias de 39 animais de fenétipos contrastantes para desempenho em provas
(20 de IV max superior e 20 de IV max inferior) 29 variantes (24 SNPs e 5 InDels) e 16
genes de importancia. Com isso, oito genes descritos como candidatos funcionais e
posicionais em trabalhos anteriores (ABCG5, COL11A1, GEN1, SOCS3, MICAL1,
SPTBN1, EPB41L3 e SHQ1), e oito genes candidatos novos (AKNA, ARMC2, FKBP15,
LHX1, NOL10, TMEM192, ZFP37, FIG4 e HNRNPU), alguns com funcdes conhecidas e
outros nao, foram relacionados ao desempenho em corridas de cavalos da raca Quarto de
Milha.
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Capitulo 5 — Considerag0es finais

Nos trabalhos apresentados foram identificadas regibes genémicas e genes que
possivelmente atuam sobre o desempenho em corridas de cavalos da raca Quarto de
Milha. As abordagens utilizadas para associa¢ao revelaram um grande numero de regides
e genes ligados ao indice de Velocidade (IV), indicando que o desempenho em corridas
nesta raca € uma caracteristica quantitativa, ou seja, ndo é controlada por muitos genes.

O IV, além de pedigree, é comumente utilizado por criadores para comércio e
selecdo de animais de melhor desempenho. Embora, essa caracteristica tenha
apresentada baixa herdabilidade, o que pode indicar uma importante influéncia de
ambiente (treinamento, alimentacdo, criador, etc.), os resultados das associacdes se
mostraram coerentes com 0S processos biologicos que podem estar envolvidos em
diferencas no desempenho em corridas da raca. As regides gendmicas associadas
continham genes que apresentaram fungdes relacionadas ao sistema neuromotor, ao
desenvolvimento 6sseo e de tendfes, a respostas hormonais, a contracdo muscular, ao
metabolismo energético e de esterdis. Deste modo, de maneira pratica, alteracdes nesses
genes podem ter efeito sobre o temperamento, coordenacdo de movimentos, capacidade
de arranque, forca entre outras caracteristicas importantes para corridas curtas e de alta
intensidade, como séo as disputadas pela linhagem de corrida desta raca.

De forma geral, os marcadores associados neste estudo tiveram importante efeito
sobre o desempenho, visto que explicaram uma porcentagem relativamente alta da
variancia genética do indice de velocidade. Nesse sentido, apés a validacdo dos efeitos
dessas alteracdes genéticas sobre o desempenho, € viavel a utilizacdo de painéis de
genotipagem de baixa densidade, contendo somente os marcadores associados, como

ferramenta de auxilio na selecdo de animais geneticamente superiores.





