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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho do Chip HD da lllumina® quanto a
cobertura dos marcadores SNP no genoma de bovinos da raga Guzera. Para isso foi utilizada a anélise de
densidade de Kernel, que consisti em descrever a cobertura de SNP ao longo do genoma bovino. Grande
parte dos cromossomos mostraram regides com boa cobertura por parte dos marcadores disponiveis neste
chip. Isto possibilitaria bons resultados em estudos de associacdo e busca de genes dentro destes
Cromossomos.
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Genomic coverage of a high density panel for bovines of the Guzera breed

Abstract: The aim of this study was to evaluate the performance of the Illumina ® Chip HD on the
coverage of SNP in the genome of Guzerd breed. For this analysis, the Kernel density was used. This
procedure consists in describing the coverage of SNP along the bovine genome. Much of the
chromosomes showed regions with good coverage by the SNP markers in this chip. This would provide
good results in association studies as well as in the search for genes located in these chromosomes.
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Introducéo

Os marcadores moleculares do tipo polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) tém sido
amplamente utilizados em estudos genomicos (ZHANG et al., 2012). Para 0s estudos baseados nestas
informagdes, visando ao monitoramento da diversidade/estrutura de populacéo, a prospeccéo de genes e
de regides do genoma relacionados com a expressdo de uma determinada caracteristica e a selecéo
gendmica, faz-se necessario que os marcadores utilizados no estudo possibilitem adequada cobertura
fisica das diferentes regifes do genoma. Os Chips disponiveis no mercado contemplam pouca informagéo
sobre SNP do genoma de zebuinos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho do
Chip HD da Illumina® quanto a cobertura dos marcadores SNP no genoma de bovinos da raga Guzera.

Material e Métodos

Um total de 25 touros provados pelo Programa Nacional de Melhoramento do Guzera para Leite
foi utilizado neste estudo (Peixoto et al., 2013). Estes touros representam as principais linhagens leiteiras
existentes na raca. Para genotipagem dos SNPs foi utilizado o High Density Bovine SNP BeadChip do
[llumina Infinium HD Assay®. Este chip contém mais de 770 mil marcadores espagados a uma distancia
média de 3,43 kb. Os marcadores utilizados cobrem os cromossomos autossémicos e X. Para definicao
dos SNPs e das amostras, foram adotados os critérios: GC10>0,30 (percentil 10 da distribuicdo do
Gencall), call rate>0,90 (para amostra e SNP), MAF>0,05 e het excess>-0,7 e het excess <0,7. Apds
edicdo, permaneceram os 25 touros, 448.316 marcadores autossdmicos e 22.112, para 0 cromossomo X.
A cobertura do chip foi avaliada pelo estimador de densidade de Kernel, que consiste em descrever a
concentragdo de SNPs ao longo do genoma. Sendo X, X, X3 ..., xn ~ f amostras com distribuigcdo
independente e igualmente distribuidas de uma varidvel aleatéria X, em que x; é o local de observagéo,
em bp (pares de base), do i-ésimo marcador de SNP, descrito por:
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em que h>0 é o pardmetro de suavizacdo, chamado de largura de banda (BW), e K(x-xi/h) sdo alguns
nlcleos de distribuicdo Gaussiana com média zero e variancia 1, como descrito acima. Acima, h é um
pardmetro livre, e tem uma forte influéncia nos resultados das estimativas de densidade de Kernel
(graficos). Para o presente estudo foi considerado BW=0,05. Como o chip de alta densidade cobre uma
area com espagamento de aproximadamente 4 Kb (3,4 Kb), foi testado BW=0,004, ndo sendo observada
diferenca em relacdo ao BW=0,05.

Resultados e Discusséo

Os graficos de densidade de Kernel mostraram padrdes similares, com BW=0.05 e valores
menores, e tendeu a apresentar graficos mais planos quando BW>0.1 (ndo mostrado). A adequagdo do
BW=0.05 também foi observada por Michelizzi et al. (2011), porém, trabalhando com Illumina
Bovine50SNP BeadChip em bufalos. Segundo os autores, a largura das bandas dos nucleos de densidade
deveria ser aproximadamente a distancia média dos SNPs, o que justificaria a utilizagdo de BW=0,05
(intervalo entre marcadores de aproximadamente 50 Kb). Como o espagamento entre marcadores no
Illumina Bovine770SNP BeadChip ¢é de aproximadamente 4 Kb (Illumina, 2010) , e apds depuracdo o
espacamento é de aproximadamente 6 Kb, foi testado BW= 0.004 ndo sendo observado diferencas
marcantes em relacdo a 0,05. Na figura 1, encontram-se os gréaficos da anélise de densidade de Kernel.
Quanto maior a densidade maior sera a cobertura por marcadores para determinada &rea do cromossomo.
Foi definida como regido rica em SNP aquela que apresenta dois desvios padrdo acima da média, bem
como regido pobre aquela que se apresenta abaixo de dois desvios da média. Quanto mais baixo o ponto
de uma regido pobre se aproxima de zero, indica que ndo existe cobertura para esta, pelos SNPs
selecionados. Como esperado, maior parte das regides ficaram a dois desvios de densidade da média do
cromossomo. Os BTA8, BTA16 e BTA24 quase ndo apresentaram regides ricas em SNP, apresentando
inclusive algumas regifes pobres. Os BTA4 e BTA25 apresentaram maior densidade na porcéo final e
inicial, respectivamente. Os BTA7, BTA10, BTA13, BTA17, BTA 23, BTA 29 e X apresentaram maior
dindmica em relacdo a variagdo entre regibes ricas e pobres em SNP. O cromossomo X apresentou uma
regido entre 40 a 80 megabase, com uma possivel auséncia de cobertura. Grande parte dos cromossomos
mostraram regides ricas nas porgdes iniciais, intermediaria e final de sua extensdo indicando boa
cobertura por parte dos marcadores para suas regides. Isto indica que resultados adequados poderiam ser
obtidos em estudos de associacdo e busca de genes dentro destes cromossomos.

Conclus6es
Os resultados sugeriram uma cobertura variada de acordo com o cromossomo abordado, bem
como para grandes regifes dentro de alguns cromossomos. Entretanto, grande parte dos cromossomos
mostraram regides ricas nas porcdes iniciais, intermediaria e final de sua extensdo indicando boa
cobertura por parte dos marcadores do chip para suas regides do genoma de bovinos da raga guzera. Isto
possibilitaria resultados adequados em estudos de associacdo e busca de genes dentro destes
Cromossomos.
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Média do cromossomo = - = . 2 desvios padrdo da média do cromossomo.

Figura 7. Densidade de Kernel dos SNPs no Illumina Bovine SNP770 BeadChip para cada cromossomo.



