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Luciana Correia de Almeida Regitano
Polyana Cristine Tizioto

Paternityhd versão 1.0 – um software 
para cálculo da probabilidade de 
exclusão de paternidade com dados 
de genotipagem em painel de alta 
densidade de SNPs em bovinos

Introdução

O uso do DNA em programas de melhoramento animal geralmente 
envolve a utilização de marcadores moleculares, como microssatélites 
e polimorfismos de base única (SNPs; do inglês single nucleotide 
polymorphisms). As análises do genoma bovino, incluindo mapeamento 
de locos de caracteres quantitativos (QTLs; do inglês quantitative 
trait loci), SNPs e, mais recentemente, a genotipagem em larga 
escala, poderão contribuir para a seleção precoce, assim como para 
determinação da paternidade e da identidade dos animais. Com o 
uso dos marcadores moleculares pretende-se aumentar a eficiência 
da seleção, antecipando e aumentando a acurácia, diretamente 
relacionados ao ganho genético (DAVIS & DENISE, 1998). A seleção 
assistida por marcadores pode auxiliar a seleção tradicional, mas 
não substituí-la, pois o máximo benefício será obtido quando as 
duas estratégias forem utilizadas simultaneamente. SNPs são bons 
marcadores moleculares para estudos de associação e análises de 
paternidade, pois são abundantes no genoma bovino, são estáveis em 
mamíferos e podem ser usados em técnicas de genotipagem em larga 
escala (HEATON et al., 2002). 
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Painéis com milhares de SNPs, como por exemplo, o chip 
Illumina Bovine HD Genotyping Beadchip (ILLUMINA, 2010), que 
possui aproximadamente 770 mil marcadores, estão disponíveis 
comercialmente. Esses chips são utilizados em análises em larga 
escala e podem ser aplicados, por exemplo, na seleção genômica. A 
seleção genômica, segundo Resende et al.,(2008), pode ser definida 
como a seleção simultânea para centenas ou milhares de marcadores, 
os quais cobrem o genoma densamente. É necessário que todos os 
genes que controlam um determinado caráter quantitativo estejam em 
desequilíbrio de ligação com pelo menos parte dos marcadores. Dessa 
forma esses marcadores podem explicar quase a totalidade da variação 
genética de um caráter quantitativo. 

Entretanto, a metodologia de alguns desses estudos exige correta 
identificação parental dos animais. Alguns softwares que automatizam 
estudos de associação usando marcadores SNPs (PURCELL et al., 2007) 
usam uma classificação dos animais em famílias, o que implica em 
conhecer corretamente a genealogia e, portanto, a paternidade dos animais 
estudados.

Marcadores genéticos vêm sendo usados para resolver a paternidade pela 
sua habilidade de excluir falsos parentais. Existem cálculos estatísticos que 
levam em consideração um número n de alelos codominantes para resolver 
a paternidade. No caso de marcadores SNPs, podem ser utilizados cálculos 
que consideram apenas dois alelos, uma vez que marcadores SNPs são 
geralmente bialélicos. Marcadores do tipo SNP são uma boa opção para 
esse tipo de teste (PIMENTA & PENA, 2010). 

Há exclusão da paternidade quando ocorre incompatibilidade de genótipos 
entre o animal e o suposto pai. Para realizar o teste de paternidade é 
importante balancear a quantidade de marcadores SNPs utilizados, de tal 
forma a maximizar o poder de exclusão e minimizar os custos do teste. 
Já foram relatados testes em humanos (PIMENTA & PENA, 2010) e 
em bovinos (HEATON et al., 2002), nos quais foram usados 40 e 32 
marcadores do tipo SNP, respectivamente, com bons resultados. 
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Após a genotipagem é imprescindível realizar um teste estatístico 
para cálculo da probabilidade de exclusão do falso pai. Esse cálculo 
simples baseia-se em inconsistências mendelianas entre os genótipos 
do suposto pai, mãe e filho e as frequências dos alelos verificados 
na população. A maioria dos testes estatísticos para exclusão de 
paternidade que envolve marcadores de DNA superestima o poder de 
exclusão por excluir indivíduos randômicos em uma população. Porém, 
muitas vezes o indivíduo a ser excluído é um parente do pai verdadeiro, 
como um irmão. Existem testes que levam isso em consideração (FUNG 
et al., 2002) de forma a reduzir a população de indivíduos a serem 
excluídos. Assim, o valor do poder de exclusão torna-se mais próximo 
de um valor real e, no caso de resolução de paternidade entre bovinos, 
essa metodologia torna-se uma necessidade.

O software descrito nesse documento, denominado PaternityHD versão 
1.0, aproveita dados de genotipagem em larga escala, provenientes 
do chip Illumina Bovine HD Genotyping Beadchip, para realizar testes 
de paternidade entre os indivíduos genotipados. PaternidtyHD v1.0 
seleciona marcadores dentro de uma faixa de qualidade e determina 
a probabilidade de exclusão de paternidade do pai biológico levando 
em conta a possibilidade de excluir indivíduos que são irmãos do pai 
verdadeiro.

Estrutura do Software

O PaternityHD versão 1.0 é composto por:

1) Um script stand-alone escrito na linguagem Perl versão 5.10.1. 
testado em ambiente GNU/Linux, distribuição Scientific Linux 6.0 (clone 
da distribuição Red Hat versão 6.0). O script demanda como entrada:

i) Um arquivo db_config.pl que possui as definições (usuário, senha 
e nome do banco de dados) para conexão do script ao servidor 
MySQL.
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ii) Um servidor de banco de dados MySQL versão 5.1.52 instalado 
que deve conter duas tabelas: a) tabela final_report que possui 
os dados de genotipagem gerados pelo software GenomeStudio 
da empresa Illumina Inc., fabricante do chip. Essa tabela deve 
conter pelo menos as seguintes colunas: snp_name (identificador 
do SNP), sample_id (identificador da amostra), All1_AB (alelo 1 
no formato TOP/BOT Illumina), All2_AB (alelo 2 no formato TOP/
BOT Illumina) e GC_score (acurácia do dado marcador) (ILLUMINA, 
2005). b) tabela missing_maf que possui quatro colunas: SNP 
(identificador de um dado SNP), MAF (valor de frequência do alelo 
menos frequente), F_MISS (frequência de perda do dado SNP em 
todas as amostras), HWE (p-valor que evidencia se dado SNP está 
em equilíbrio de Hardy-Weinberg na população). Os dados contidos 
nessa tabela poderão ser gerados segundo ANDERSON et al. 
(2010) usando, por exemplo, o software PLINK (PURCELL et al., 
2007) ou o pacote R® (R DEVELOPMENT CORE TEAM). 

2) Linguagem Perl versão 5.10.1instalada com os módulos DBI 
instalados para conexão com o banco de dados MySQL.

O software foi testado em uma máquina Dell PowerEdge T610 com 
32 Gb de RAM e 2 processadores com 6 núcleos físicos cada um. Foi 
testado um conjunto de amostras bovinas genotipadas com o chip 
Illumina Bovine HD Genotyping Beadchip cujos dados foram gerados 
pelo software Genome Studio, versão atual.
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Metodologia de funcionamento

PaternityHD versão 1.0 funciona sendo disparado em um terminal 
de sistema operacional Linux (testado com bash) com o comando 
“perl paternityhd_v1.0.pl”, sendo que o arquivo paternityhd_v1.0.pl 
contém o código do programa escrito na linguagem Perl, e o arquivo 
“db_config.pl” descrito no tópico 2, item 1 e subitem i, deve estar no 
mesmo diretório em que o script for disparado.

O software funciona seguindo o algoritmo definido no fluxograma da 
Figura 1.

Figura 1. Fluxograma de funcionamento do PaternityHD v.1.0.
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Conexão ao banco de dados

A conexão com o banco de dados MySQL (Figura 1) é feita via 
arquivo db_config.pl. Nesse arquivo as variáveis $database, $server, 
$user e $pass devem ser modificadas para conter o nome da base de 
dados onde estão as tabelas especificadas em 2.1, item ii (variável 
$database); o nome da máquina onde se encontra o servidor MySQL 
($server); o nome do usuário com permissão de uso (seleção de dados 
e criação de tabelas temporárias) da base de dados e da tabela e sua 
senha ($user e $pass). 

Com o arquivo configurado corretamente, a conexão do software 
PaternityHD com o banco de dados será efetuada.

Filtro para controle de qualidade

É utilizado um filtro (Figura 1, item 2) para selecionar apenas 
marcadores que passam pelos parâmetros de controle de qualidade 
(QC) de forma a deixar o teste mais confiável. Esse filtro é composto 
por três itens: i) MAF >= 0,4. Apenas marcadores que possuem a 
frequência do alelo menos frequente (MAF) maior ou igual a 0,4 serão 
selecionados. ii) F_MISS > 0. Apenas marcadores presentes em todas 
as amostras serão selecionados. iii) HWE > 0,05. Apenas marcadores 
supostamente em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p-valor maior que 
0,05) serão selecionados.

O filtro sugerido acima é realizado pela seleção de marcadores que 
passaram pelo QC usando a tabela missing_maf. Essa tabela possui os 
dados para MAF, F_MISS e HWE para todos os marcadores. A tabela 
foi gerada previamente por meio do software PLINK (PURCELL et al., 
2007;  ANDERSON et al., 2010).
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Os marcadores que passarem pelo filtro de QC serão armazenados em 
um array associativo e, logo em seguida, em uma tabela temporária, 
que será usada em um passo futuro. Apenas SNPs que passarem 
no filtro de QC serão usados no teste de paternidade realizado pelo 
software.

Comparações de amostras par a par

O próximo passo realizado pelo software é a comparação de amostras 
par a par (Figura 1, item 3). PaternityHD seleciona e armazena 
em tabela temporária no banco de dados uma lista com todos os 
identificadores das amostras presentes na tabela final_report.

O software inicia, então, a comparação de todas as amostras entre 
si, em pares. O algoritmo de comparação de amostras funciona 
selecionando a primeira amostra da tabela de amostras e comparando-a 
com todas as outras, par a par. Findadas as comparações da primeira 
amostra com todas as outras, passa-se então para comparações da 
amostra seguinte com todas as outras, com o cuidado de não realizar 
comparações redundantes, por exemplo, da segunda com a primeira, e 
assim sucessivamente. Para evitar comparações redundantes e salvar 
tempo computacional, um array associativo é usado para guardar os 
identificadores das amostras que foram comparadas previamente. Esse 
array será consultado antes que um par de amostras a ser comparado 
for criado, para impedir que duas amostras já comparadas entrem na 
rodada novamente. 

Iniciada a comparação entre duas amostras, passa-se para o passo 
seguinte que é a seleção de alelos homozigotos entre elas.
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Seleção de alelos homozigotos

A seleção de alelos homozigotos (Figura 1, item 3) é feita por seleção 
no banco de dados, exigindo que o alelo 1 de um dado marcador seja 
igual ao alelo 2. As possibilidades são “AA” e “BB”. Também é exigido 
que o marcador homozigoto tenha passado pelo filtro QC. Dessa forma 
são selecionados todos os alelos homozigotos do par de amostras 
em comparação. São criados dois arrays associativos, um para cada 
amostra em comparação, para guardar o primeiro alelo de cada 
marcador e o nome do marcador. Esses arrays serão usados no próximo 
passo.

Contagem de inconsistências mendelianas

Com os arrays associativos contendo a lista de marcadores 
homozigotos e seus primeiros alelos, do par de amostras em 
comparação, inicia-se a contagem de inconsistências mendelianas 
(Figura 1, item 3, subitem 2) entre os marcadores comuns às duas 
amostras. Para isso percorre-se o par de arrays associativos procurando 
por identificadores iguais. Se ambos os arrays possuírem um mesmo 
identificador de marcador isso significa que as duas amostras foram 
genotipadas para o mesmo marcador e são homozigotas. Quando isso 
ocorre, esse identificador será guardado em um novo array associativo 
para o cálculo da probabilidade de exclusão em passo subsequente.

A verificação de inconsistência mendeliana ocorre após a constatação 
de que ambas as amostras possuem um dado identificador e são 
homozigotas. Daí compara-se o primeiro alelo de dado marcador, 
verificando se são idênticos em ambas as amostras. Se não forem 
idênticos então está constatada uma inconsistência mendeliana, 
e os genótipos desses dois indivíduos para o dado marcador são 
incompatíveis, levando em conta a hipótese pai-filho e ou filho-pai. Uma 
variável é usada para contar o número de inconsistências encontradas 
em cada par de amostras em comparação.
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Estatística

Após a contagem de inconsistências mendelianas em um dado par 
de amostras, passa-se para o cálculo da probabilidade de exclusão 
de paternidade entre as duas amostras (Figura 1, item 3). Para isso 
utiliza-se o array associativo usado para guardar todos os marcadores 
homozigotos comuns entre o par de amostras em comparação. Uma 
subrotina que recebe essa lista de marcadores é chamada e retornará 
os valores Q2, Q4, Q2’, Q4’, Q2’’ e Q4’’. Sendo Q2 o poder de 
exclusão individual para cada marcador, em que não há acesso ao 
genótipo da mãe. Q4 é uma modificação de Q2 em que se considera 
que o indivíduo testado é irmão do pai verdadeiro. Para se obter os 
poderes de exclusão combinados para todos os marcadores presentes 
no array associativo são calculados os valores Q2’ e Q4’ que 
combinam todos os valores individuais (Q2 e Q4, respectivamente) e 
ainda permitem uma inconsistência mendeliana. Os valores Q2’’ e Q4’’ 
são semelhantes a Q2’ e Q4’ porém permitem até duas inconsistências 
mendelianas.

A estatística usada no cálculo do poder de exclusão de 
paternidade

De acordo com Fung et al. (2002), a probabilidade de exclusão 
individual é a proporção de indivíduos do sexo masculino, escolhidos ao 
acaso, que podem ser excluídos como sendo pais de um suposto filho, 
baseado no genótipo do suposto filho (GF) e no genótipo da mãe (GM). 
Porém, nos casos em que não se possui acesso ao GM e utilizando-
se marcadores bialélicos (SNPs), a fórmula para se calcular o poder 
de exclusão de um dado marcador (Q2) pode ser simplificada para a 
Equação 1:

22222 )211(212)21(2)11(12 ppppppppQ −−+−+−=

Equação 1. Poder de exclusão Q2 para marcadores individuais, onde p1 é a 
frequência do alelo A e p2 a frequência do alelo B encontrada na população de 
amostras genotipadas.
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Verifica-se pela equação 1 que é necessário o cálculo da frequência 
(p1 e p2) dos alelos A e B. Isso é feito por meio de contagem dos 
alelos para um dado marcador em todas as amostras que estão sendo 
comparadas.

Outra possibilidade seria verificar o poder de exclusão, não usando 
como base todos os indivíduos do sexo masculino, mas uma 
subpopulação, definida como todos os indivíduos do sexo masculino, 
irmãos do pai verdadeiro. Para isso definem-se entre dois indivíduos 
I1 e I2 os coeficientes de similaridade entre eles: k0 (probabilidade de 
nenhum dos alelos de I1 e I2 serem idênticos por descendência) e k1 
(probabilidade de um dado alelo de I1 ser idêntico por descendência a 
I2 e o outro não ser). No caso de irmãos, k0=k1=0,25. O poder de 
exclusão de um dado marcador tendo em vista que os indivíduos são 
irmãos (Q4) é definido pela Equação 2:

2)10(4 QkkQ +=

Equação 2. Poder de exclusão Q4, sem o genótipo da mãe, onde 
k0=k1=0,25, o que implica que os indivíduos são irmãos (FUNG et al., 2002).

Para se conseguir um poder de exclusão que combine diversos 
marcadores, utilizam-se as equações 3, 4, 5 e 6 descritas a seguir. 
Dados os poderes de exclusão Q2 individuais dos diversos marcadores, 
definidos por Pi (i=1,2...m), definem-se os valores Q2’ (Equação 3) 
de modo a permitir até uma inconsistência mendeliana. Define-se Q2’’ 
(Equação 5), de modo a permitir até duas inconsistências. Repete-se o 
mesmo processo utilizando os poderes de exclusão individuais Q4, para 
se obter os valores Q4’ e Q4’’(Equações 4 e 6).

Equação 3. Cálculo de poder de exclusão combinado (Q2’) que usa 
poderes de exclusão Q2 calculados para cada marcador, definidos 
por Pi (i=1,2...m). Neste caso é permitida até uma inconsistência 
mendeliana. Adaptado de Fung et al. (2002).
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Equação 4. Cálculo de poder de exclusão combinado (Q4’) que usa 
poderes de exclusão Q4 calculados para cada marcador, definidos 
por Pi (i=1,2...m). Neste caso é permitida até uma inconsistência 
mendeliana. Adaptado de Fung et al. (2002).

Equação 5. Cálculo de poder de exclusão combinado (Q2’’) usando 
poderes de exclusão Q2’ para cada marcador, definidos por Pi 
(i=1,2...m). Permite-se até duas inconsistências mendelianas. 
Adaptado de Fung et al. (2002).

Equação 6. Cálculo de poder de exclusão combinado (Q4’’) usando 
poderes de exclusão Q2’ para cada marcador, definidos por Pi 
(i=1,2...m). Permite-se até duas inconsistências mendelianas. 
Adaptado de Fung et al. (2002).

Impressão de resultados

Finalizado o cálculo dos poderes de exclusão individuais Q2 e Q4 e dos 
poderes de exclusão combinados Q2’, Q4’, Q2’’ e Q4’’ é realizada a 
impressão dos resultados (Figura 1, item 4).

Os resultados são impressos em três arquivos separados: i) paternityhd.
mendelian.inconsistencies.txt (Figura 2); ii) paternityhd.inconsistencies.
statistics.txt (Figura 3) e iii) paternityhd.power.statistic.txt (Figura 4).
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No arquivo i), são escritas quatro colunas: a) identificador do SNP, b) 
identificador da amostra1, c) Alelo1 da amostra1, d) identificador da 
amostra 2 e e) Alelo1 da amostra 2. O arquivo i) é usado apenas para 
conferência se há alguma inconsistência no algoritmo de PaternityHD.

No arquivo ii) são escritas oito colunas: a) identificador da amostra 
1; b) identificador da amostra 2; Número de alelos homozigotos na 
amostra 1; c) Número de inconsistências mendelianas encontradas 
entre marcadores das amostras 1 e 2;  d) Q2’; e) Q4’; f) Q2’’; g) Q4’’.

No arquivo iii) são escritas sete colunas: a) identificador da amostra 
1; b) identificador da amostra 2; c) identificador do marcador; d) 
p1: frequência do alelo A, para o dado marcador definido em c) na 
população; e) p2: frequência do alelo B, para o dado marcador definido 
em c) na população; f) Q2 e g) Q4.

O arquivo ii) contém as informações finais necessárias que definirão se 
será possível excluir a paternidade de uma amostra em relação à outra, 
de acordo com seus genótipos, o poder de exclusão combinado dos 
marcadores utilizados e a contagem de inconsistências mendelianas 
entre as amostras.

Laço de repetição

Após realizada a comparação entre um par de amostras com a seleção 
de alelos homozigotos comuns, a contagem de inconsistências 
mendelianas e o cálculo da estatística de exclusão, um laço de 
repetição (Figura 1, item 5) é usado para continuar formando pares 
de amostras ainda não comparadas, de modo a realizar a comparação 
entre todos os pares de amostras possíveis. Lembrando que pares de 
amostras redundantes são evitados pelo uso de um array associativo 
que guarda os identificadores de amostras já comparadas.
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Ao final, teremos os três arquivos de saída de PaternityHD preenchidos 
com todos os dados relativos a todas as comparações par a par, entre 
todas as amostras. Esses arquivos poderão ser analisados de forma a 
verificar os pares de amostras cuja paternidade não pode ser excluída. 
Por exemplo, ao triar o arquivo ii) pode-se verificar o número de 
inconsistências mendelianas que estão dentro do permitido e conferir se 
a probabilidade de exclusão do pai verdadeiro é aceitável.

Figura 2. Exemplo de arquivo de saída paternityhd.mendelian.inconsistencies.txt. O 
arquivo possui cinco colunas: Identificador do marcador (ID Marc.), identificador da 
primeira amostra (ID1), alelo1 da primeira amostra (Al1_A1), identificador da segunda 
amostra (ID2), alelo 1 da segunda amostra (Al1_A2).
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Figura 3. Exemplo de arquivo de saída paternityhd.inconsistencies.statistics.txt. O arquivo 
possui oito colunas: Identificador da primeira amostra (ID1), identificador da segunda 
amostra (ID2), número de marcadores homozigotos comuns utilizados (#marc.), número 
de inconsistências mendelianas encontradas(#inc.), poder de exclusão Q2’(Q2’), poder de 
exclusão Q4’(Q4’), poder de exclusão Q2’’(Q2’’), poder de exclusão Q4’’(Q4’’). 

Figura 4. Exemplo de arquivo de saída paternityhd.power.statistic.txt. O arquivo possui 
sete colunas: identificador da primeira amostra (ID1), identificador da segunda amostra 
(ID2), identificador do marcador (Marcador), frequência do aleloA (p1), frequência do 

alelo B (p2), poder de exclusão Q2 (Q2) e poder de exclusão Q4 (Q4).

Da forma como descrito nesse documento, PaternityHD v.1.0 utiliza 
todos os marcadores homozigotos comuns entre todos os pares de 
amostras sendo comparadas. Essa metodologia acaba por aumentar 
muito o custo computacional do processo, além de utilizar um número 
excessivo de marcadores. PaternityHD pode ser facilmente modificado 
para utilizar um número fixo de marcadores homozigotos comuns, que 
seja suficiente para verificar a paternidade entre dois indivíduos de 
forma mais ágil e, ainda assim, eficiente.
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Conclusão

PaternityHD v1.0 é um script escrito na linguagem Perl que realiza 
o cálculo do poder de exclusão de paternidade entre indivíduos 
genotipados com um painel de SNPs em alta densidade, modelo 
Illumina Bovine HD Genotyping Beadchip. PaternityHD v1.0 acessa 
os dados da genotipagem  em um banco de dados MySQL e conta o 
número de inconsistências mendelianas para marcadores homozigotos 
comuns entre todas as amostras testadas, par a par. O software realiza 
o cálculo do poder de exclusão para todas as amostras genotipadas, 
par a par, sem redundância. São gerados valores de poder de 
exclusão combinados para cada par de amostras, permitindo uma ou 
duas inconsistências mendelianas (Q2’ e Q2’’ respectivamente). O 
software também verifica o poder de exclusão combinado levando em 
consideração que o indivíduo testado é irmão do pai verdadeiro, com 
uma ou duas inconsistências mendelianas permitidas (Q4’ e Q4’’). 
Todos os dados gerados por PaternityHD v1.0 são escritos em três 
arquivos de saída.
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