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SAMMANFATTNING

Avsikten med detta arbete var att bidra till grundforskning om koppling mellan
hastars fenotypiska egenskaper och gener med anvandande av genomisk
associationsanalys. For detta andamal har en enkét utformats och tillsants dgare av
drygt tvahundra islandshastar. Enkaten innefattade olika fragestéllningar gallande
héstarnas fenotyp sasom, biometriska egenskaper, exterior och sjukdom. Hos det i
studien ingdende hastmaterialet fanns genotypdata tillganglig, eftersom dessa
héstars arvsmassa typats med ett Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) chip,
[llumina SNP50.

Associationsanalys har utforts mellan genetiska markorer och via enkaten erhallen
fenotypdata samt data for fargegenskaper hdmtad ur stamboksdatabasen for
islandshéstar, World Fengur, som finns tillganglig online. Eftersom kausativa
gener for manga fargegenskaper ar kanda anvandes dessa som proof of principle i
aktuell studie. Associationsanalys avseende fargegenskaper knutna till A-lokus, E-
lokus, Z-lokus och To-lokus genererade signifikanta associationer till markor i
narheten av féargegenskapernas genetiska position. Chipet, Illumina SNP50,
forefoll  tillforlitligt  tillsammans med den i studien ingaende
islandshastpopulationen och det i studien ingadende materialet har visats kunna
generera signifikanta associationer till markor.

Associationsanalys avseende blackanlaget (Dn) genererade multipla signifikanta
associationer till markdr, lokaliserade till kromosom 8. Associationsanalysen
genererade aven en signifikant association till markor pa kromosom 23 for
egenskaperna fyrgang versus femgang. Associationsanalys genererade tva
signifikanta associationer till markor for egenskaperna sl kontra framat pa
kromosom X. Genomforande av ytterligare analys beaktande allelfordelning pa
konskromosomer kravs for verifiering av sanningsgrad i sist namnda erhallna
association. Associationsanalysen genererade &dven en borderline signifikant
markdor for den biometriska egenskapen kroppsléngd.

Sammanfattningsvis erhélls signifikant association till markor for en kvalitativ
och tva kvantitativa egenskaper. Gener i narheten av erhallna markorer kan vara
mojliga kandidatgener for aktuella egenskaper. UtOkade tester i1 ett storre
populationsurval behdver utféras for verifiering av att association mellan
kromosomregion och egenskap kvarstar.



SUMMARY

The aim of this study was to identify genetic association between phenotypic
variation and genetic markers by usage of genome wide association analysis. To
achieve the purpose a survey regarding different phenotypic measurements such
as biometrical traits, conformation and disease has been made and sent to the
owners of more than two hundred Icelandic horses. The horses included in this
study had previously been genotyped with the single nucleotide polymorphisms
(SNP) chip, HHlumina SNP50.

Genome wide association analysis was performed by using allele frequencies
obtained from the genetic markers and different phenotypic traits obtained via the
survey. Phenotypic data for color traits were obtained from the online studbook
database for Icelandic horses, World Fengur. The already known causative genes
for horse color on A-, E-, Z- and To-locus were used as proof of principle.
Genome wide significance was achieved for SNP markers positioned closely to
the color causative genes. The chip, lllumina SNP50, was found to be reliable
together with the Icelandic horse population used in this study and the horse
material utilized in the study has been shown able of generating genome wide
significance.

Genome wide association analysis regarding the trait dun color (Dn) reached
genome wide significance for multiple genetic markers, localized on chromosome
8. Genome wide significance was also reached for one genetic marker on
chromosome 23 for the traits four gated versus five gaited. Genome wide
significance was reached for the traits lazy versus forward on chromosome X.
Implementation of additional analyses considering allelic distribution on sex
chromosomes are required for verifying the significance in the last mentioned
association. Borderline genome wide significance was obtained for the biometric
trait body length.

In conclusion, genome wide significance was reached for one qualitative and two
guantitative traits. Genes closely localized to markers that reached genome wide
significance are possible candidate genes for actual traits. Extended tests need to
be performed in a greater population sample to verify that obtained associations
between chromosomal region and traits remains.



INTRODUKTION
Bakgrund

Studium av olika rasstambocker visar att hastuppfodare genom arhundradena
forsokt selektera avelsindivider genom bedémning av exterior, rorelse, sundhet
och prestation. Selektion har grundats pa hastens yttre egenskaper, fenotypen, och
att det ar troligt att en god individ nedarver sin arvsmassa, genotypen, till en
eventuell avkomma. | och med att hastens arvsmassa blev sekvenserad i bérjan av
ar 2007 (UCSC Genome Bioinformatics, 2010) utvanns utokad information om
arvsmassans struktur och var i arvsmassan olika gener fanns lokaliserade. Den
erhallna genetiska kartan innebar utékade mojligheter att finna koppling mellan
fenotyp och genotyp. For att finna sadana samband kan genomisk
associationsanalys anvandas. Ett exempel pa resultat av associationsanalys med
klinisk relevans kan ses hos den Egyptiska arabhésten, dar man funnit en mutation
(Brooks et al., 2010) som kan hallas for trolig orsak till sjukdomen Lavender Foal
Syndrome. Sjukdomen &r dddlig och folen uppvisar neurologiska anomalier och
tackharen har en blek lavendelliknande farg. Identifieringen av mutationen har
medfort att ett gentest for anlaget har utvecklats (Cornell University, 2010) och
darmed kan avelskombination av héastar barande anlaget undvikas.

Association mellan fenotyp och genotyp

For att finna samband mellan en viss fenotypegenskap och gener i arvsmassan
kravs genotypdata fran hastmaterial dar eftersokt egenskap antas forekomma.
Typning kan goras med ett Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) chip. SNPs
ar variationer i arvsmassan med kand position som berér endast en nukleotid
(Long et al., 2007). En eventuell variation i allelfrekvens mellan hastar i aktuella
SNPs kan testas med hjalp av Genome Wide Association analys (GWA).
Analysen anvénds for att testa om ett statistiskt samband mellan en genetisk
markdr och fenotyp foreligger. Associationsanalys kan utféras med hjélp av olika
datorprogram (Pei et al., 2010), i denna studie har programmet PLINK anvénts
(Purcell et al., 2007). Vid associationsanalys genomfors multipla tester, mangden
tester ar avhangigt antalet ingdende SNPs. Korrigering av “mass-signifikans”
beroende pa mangden tester &r nodvandig for erhallande av sanna associationer.
Vid signifikansniva 0.05 kan slumpen forvantas medfora att fem SNPs av hundra
resulterar i signifikant association. Vid genomforande av fyrtiotusen tester kan
frekvensen av slumpgenererade associationer antas bli hég och paverka
analysresultatet. Justering for slumpgenererade signifikanta associationer till f6ljd
av multipla tester utfors i samband med associationsanalys och kan bl. a. utforas
genom anvandande av permutationer (Purcell, 2010). Vid permutering bryts
relationen mellan fenotyp och genotyp i det ingaende testmaterialet och ett nytt
dataset genereras med slumpmassigt utsatt fenotyp. Det slumpmassiga datasetet
testas avseende antalet erhdllna lika utfall eller béattre i forhallande till det forsta
utfallet med intakta relationer. Antalet positiva utfall divideras med totala antalet
tester och relevant p-vérde erhalls.

Felkallor och visualisering

Analysresultatet kan paverkas av stratifiering, innebarande att falska positiva
associationer genereras exempelvis pga. skiftande populationstillhérighet. Falska
samband kan erhallas om fall hamtas fran en population och kontroller hamtas ur
en annan population. Granskning av stratifiering i en associationsstudie kan goras



genom att erhallna p-varden visualiseras genom en qg-plot (Purcell, 2010).
Erhallna p-varden plottas gentemot forvantad fordelning utan stratifiering,
vardena representeras av linjer i diagram. Lutningen pa linjen for forvantade
varden ar 1. Inflationsfaktor &r ett matt pa stratifiering och denna faktor bor ligga
relativt nara 1 vid antagande om att stratifiering ej paverkat resultatet. Data
genererade via associationsanalys kan aven visualiseras via en sk. Manhattan-plot
(Broad Institute, 2010). Grafen visar erhallna p-vardens fordelning per kromosom.
Skalan ar logaritmisk och signifikant association till markor visualiseras genom
att p-vardena grafiskt bildar en topp pa aktuell kromosom.

Syfte

Avsikten med detta arbete ar att bidra till grundforskning om koppling mellan
héastars fenotypiska egenskaper och gener, eftersom detta i nuléget inte ar kant for
de allra flesta egenskaper. For detta andamal har en enkat utformats och tillsants
dgare av 201 islandshastar. Enkaten innefattade olika fragestéllningar gallande
exterior och sjukdom samt olika mattfragor avseende biometriska egenskaper
sasom exempelvis mankhojd och halsens omkrets. Enkatens olika fragor aterfinns
i sin helhet i Appendix 1. Genom insamlande av fenotypdata och anvandande av
associationsanalys via genetiska markorer, ar malsattningen att kunna identifiera
genetiska markorer och gener forknippade med nagon fenotypisk egenskap hos
det i studien ingdende hastmaterialet, exempelvis prestation, exterior eller
sjukdom. Forhoppningsvis kommer utdkad kunskap inom omradet att ha en
positiv inverkan vid avelsarbete och kunna bespara djur framtida lidande i
sjukdom.

MATERIAL OCH METODER
Urval hastar

For att genomfora denna studie har 209 hastar ingaende i en aktuell studie vid
Sveriges Lantbruksuniversitet gallande eksem pa islandshastar anvants. Hos detta
hastmaterial fanns genotypdata tillganglig, eftersom dessa hdastars arvsmassa
redan typats med ett Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) chip, Hlumina
SNP50. Urvalskriterierna for hastmaterialet baserades darmed pa vad som kan
anses mest lampligt avseende eksemstatus. De 209 islandshéstarna bestod av
héastar som visat eksemsymptom under minst tva somrar samt friska kontroller,
dvs. hastar som inte visat eksemsymptom. Urvalet av friska kontroller baserades
pa att de skulle ha samma fader som hastar med symptom men ej vara beslaktade
pa modernesidan. Saledes ar flera av de i studien ingdende héstarna
hérstamningsméssigt  halvsyskon via fadersidan och wvarje hast med
eksemsymptom motsvaras av en frisk kontrollhdst med samma fader.

Enkat

I denna studie har en enkat utformats och sants via brev till de genotypade
islandshéastarnas &gare under perioden juli-september ar 2010. Kéand adress gick
att lokalisera for 201 stycken hastars &gare, vilket utgjorde utskicksstorlek.
Enkaten bestod av totalt 28 st. huvudfragor och vissa huvudfragor hade
foljdfragor, enkaten aterfinns i sin helhet i Appendix 1. Av de 28 huvudfragorna
gallde 15 fragor temperament, hull, exterior, halsa och bettyp. Fragorna avseende
temperament och hull var av mer allman karaktar och exteriérfragorna inriktades i
huvudsak pa hastens benstallningar samt hovar. Arvbarheten for dessa egenskaper
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har visats vara lag i en studie hos den finska travaren, (Suontama et al., 2009) dar
arvbarheten vid okuldr exteriér bedémning av benstéllning och hovar berdknades
till 0,13 +0,01 respektive 0,17 +0,01. Aven om arvbarheten kan vara begransad,
valdes att inkludera frdgor om benstallning och hovar. Information om dessa
egenskaper kunde dessutom vara relevant med avseende pa enkétens
hélsorelaterade fragor, vilka avsag sjukdomar sasom fang och spatt. Fang &r en
benamning pa inflammation i hastens hovar och spatt ar benamning for en
ledsjukdom som drabbar hasleden. Sjukdomen spatt valdes for att den konstaterats
vara den vanligaste orsaken till utslagning av islandska ridhastar mellan 7-17 ar
(Bjornsdottir et al., 2003).

De aterstaende 13 enkatfragorna géllde olika typer av biometriska egenskaper
sasom: mankhojd, brostomfang, hastens langd, bogbladets langd, korsets hojd,
halsens langd och omkrets, framknéets omkrets, skenbensomfang, drats langd och
avstand mellan nedre 6gonvinklarna. Vid utformande av mattfragorna valdes en
del biometriska egenskaper baserat pa tidigare studier dar viss arvbarhet pavisats.
Mankhojd och hastlangd ar exempel pa sadana matt och hos brasilianska
Pantaneiro hastar (Miserani et al., 2002) beréknades arvbarheten till 0,61 for
mankhdjd och till 0,72 for hastens langd. Vissa av de biometriska matten valdes
pga. att de bedomdes vara forhallandevis enkla for djurdgaren att méata eller att
aktuellt matt inte undersokts i stérre omfattning i andra studier. Andra matt, sasom
halsens langd och omkrets, var av intresse eftersom dessa matt visats vara
relaterade till insulinresistens hos hastar med sjukdomen EMS, Equine Metabolic
Syndrome (Franke et al., 2006).

Enkaten kompletterades med viss data ifran databasen World Fengur, vilken ar en
onlinekalla representerande stambok for islandshéstar (International Federation of
Icelandic Horse, 2010). Kompletterande uppgifter som hamtats ur databasen var
hastens héarstamning och farg och dessa uppgifter inkluderades for alla 209 i
studien ingaende hastarna. | de fatal fall mattangivelser for exempelvis mankhojd
fanns tillgangliga inkluderades dessa for hastar vars agare ej besvarat enkaten.

GWA (Genome wide association analysis)

Associationsanalys mellan fenotypiska egenskaper och genetiska markorer
utfoérdes med hjélp av datorprogrammet PLINK (Purcell et al., 2007).

Genotypdata bestod av totalt 54 602 SNPs typade hos 209 islandshéstar. Vid
samtliga tester inkluderades endast SNPs med en minsta allelfrekvens storre &n
5% (MAF=0.05). Kvalitetsparametrar vid alla tester var missingness rate = 0.1
(om data ifran mer &n 10% i en SNP saknades, exkluderades den SNPn), missing
genotype rate = 0.1 (om data fran mer an 10% av SNPs hos en individ saknades,
exkluderas alla individens SNP data), HWE test = p<0.000001 (avvikelse ifran
Hardy-Weinberg jamvikt accepteras tom p=0.000001 hos kontroller, vid
extremare p-varden exkluderas SNPn).

Fenotypdata bestod av savél kvalitativa som kvantitativa egenskaper, se tabell 1
och 2. De kvalitativa egenskaperna analyserades genom att unders6ka om
allelfrekvensen av en markor skilde sig mellan fall och kontroller och som
testfunktion anvéandes chitva test. De kvantitativa egenskaperna analyserades med
linjar regression och t-test. For de kvantitativa egenskaperna dar gruppering och ej



kontinuerliga vérden erhallits, utfordes fall-kontroll allelisk test mellan de tva
mest kontrasterande grupperna inom en egenskap och som testfunktion anvandes
chitva test.

| samtliga analystester valdes att anvanda permutationer for att korrigera ra p-
vardet for multipla tester. Antalet anvanda permutationer per testad egenskap
startade vid 1000 och hojdes vid behov till 100 000. Vid signifikanta resultat dar
risk for stratifikation forelag genererades en qg-plot och inflationsfaktorn
berédknades. En Manhattan-plot producerades for samtliga egenskaper med hjalp
av programmet Haploview 4.2.

UCSC Genome browser anvéandes for lokalisering och bestamning av positioner
och gener i hastens genom.

RESULTAT
Svarsfrekvens enkét

Det visade sig att manga hastar bytt dgare Gver tiden och att intresse inte forelag
hos en del dgare att delta i studien samt att en del hastar blivit avlivade pga. olika
medicinska orsaker. Totalt inkom 104 svar pa enkatutskicket och den totala
svarsfrekvensen blev 45 %. Variation forelag avseende mangden besvarade fragor
I de inkomna enkatsvaren, se figur 1. Generellt var svarsfrekvensen lagre for de
fragor som kravde en insats ifran hastagaren genom matande av hasten.

Svarsfordelning per fraga mFrigala-le
mFraga2
®Friga3
mFrigad
Fraga 5

™ Fraga 6

mFraga7

mFriga8
Fraga9
Fraga10

™ Frigall
M FragaA
mFrigaB
FragaC
mFrégaD
mFrigak
mFrigaF
FrigaG,H,)
mFragak
W Frigal
mFrigaM
FragaN
Fraga12
mFragal3
Fraga14
Temperament och exteridr Biometriska egenskaper Sjukdom Bettstatus Fraga15

Figur 1. Svarsférdelning enkat.

Associationsanalys

Antalet individer med fenotypdata ingaende i testad egenskap varierade beroende
pa svarsfrekvens per egenskap. Antal individer med fenotypdata per testad
egenskap framgar i tabell 1 och 2.



Kvalitetskorrigering av genotypdata resulterade i exklusion av varierande mangd
SNPs beroende pa vilken egenskap som testkérdes. Exempelvis, vid analys av E-
lokus exkluderades 593 SNPs pga. dalig genotypningsfrekvens och 125 SNPs pga.
att de avvek signifikant fran HWE. Filtret for MAF resulterade alltid i flest
exkluderade SNPs, c:a 15 000 st., innebérande att ungefar 38 000 SNPs anvandes
vid associationsanalys av de flesta egenskaper. Total genotypningsfrekvens hos
kvarstaende individer dversteg alltid 0.99. Ingen individ exkluderades pa grund av
lag genotypningsfrekvens.

Totalt analyserades 31 st. fenotypegenskaper, 9 st.egenskaper exkluderades pa
grund av lag svarsfrekvens alternativt en for lag variation i fenotypdata.
Associationsanalyser resulterande i signifikanta p-varden, p<0.05, aterfinns i
tabell 1 och presenteras nédrmare nedan. Kompletterande underlag for dessa,
sasom p-vardenas fordelning 6ver kromosomerna askadliggjorda via Manhattan-
plot samt qg-plot, aterfinns i Appendix 2. Analyser ej resulterande i signifikanta
associationer aterfinns i tabell 2.

Tabell 1. Egenskaper som genererade signifikanta p-varden

Egenskap Fenotyp# P-varde Kromosom A; Frekvens A;
Fall/Kontr EMP2 Pos (Kb) Fall Kontroll
Kvalitativ
E-lokus 204  151/53 5.4E-28 1.0E-5 3 35408 T 032 094
A-lokus 141  84/57 1.1E-11 4.0E-5 22 24601 A 005 0.36
Blackanlag 204  31/173 9.4E-25 4.0E-5 8 18176 C 0.39 0,02
Silveranlag 152  12/140 5.6E-11 0.006 6 73950 G 0.71 0.15
Skackanlag 204  17/187 3.3E-30 1.0E-5 3 64389 C 050 0.02
Teckenhuvud 192  56/136 5.2E-7 0.036 3 35408 T 0.68 0,40
Kvantitativ
Fyra/Fem gdng 70 30/40 22E-8 0002 23 22968 C 037 0.01

Slo/Framat 57 8/49 6.2E-10 0.018 X 2015 C 081 012
Kroppslangd* 64 LR 6.60E-7 0.054 1 184233 G LR LR

*grénsfall till signifikant
#antal individer EMP2= Permuterat p-varde Kb= kilobaser A;= minor allele LR= Linjér regression

Egenskaper med signifikanta associationer till markor
E-lokus

Fenotypdata som testades var héstar med brun och svart grundfarg kontra fuxar
eller liknande farger som karakteriserades av avsaknad av eumelanin. Multipla
signifikanta traffar erholls, varav 34 st. lokaliserade till kromosom 3. P-védrdenas
fordelning over kromosomerna &r askadliggjorda via Manhattan-plot i figur 2.
Den markor som skiljde sig mest signifikant (EMP2=1.0 E-5) i allelfrekvens
mellan fall och kontroller aterfinns i tabell 1. Markoren &r placerad ~851 Kb fran
borjan av receptorgenen MC1R (alpha melanocyte stimulating hormone receptor).



A-lokus

Testad fenotypdata var svarta hastar kontra héstar med brun grundférg,
feomelanin producerande héstar anvéndes ej som kontroller. Flera signifikanta
associationer till markor erholls, fem av dessa var lokaliserade till kromosom 22.
Den markor som skiljde sig mest signifikant (EMP2=4.0 E-5) i allelfrekvens
mellan fall och kontroller aterfinns i tabell 1. Markdren ar positionerad ~566 Kb
fran borjan av genen ASIP (agouti signaling protein).

E-lokus

e Chrl wess Chr2 mes Chrd == Chrd mem ChrS wess ChrE e Chr7? mes Chrd s Chrd sess Chrl 0 s Chrl 1 sess Chil 2
mmm Chrl3 wess Chrld mem Chrl5 m== Chrl 6 wess Chrl 7 wess Chrl3 wess Chrl3 sess Chr20 wess Chr21 sess Chr22 s Chr23
e Chr?d m== Chr25 mem Chr26 mes Chr27 e Chr28 == Chr29 mem Chr30 mes Chri] s Ched

Figur 2. Manhattan-plot.

Blackanlag (Dn)

Analys av allelfrekvensen hos blacka hastar vs icke-blacka resulterade i multipla
signifikanta tréffar, varav 21 st. lokaliserade till kromosom 8. Den markdr som
skiljde sig mest signifikant (EMP2=4.0 E-5) i allelfrekvens mellan fall och
kontroller aterfinns i tabell 1 och markoren ar placerad ~34 Kb fran borjan av
narmaste gen, TBX3 (T-box transcription factor).

Silveranlag (2)

Fenotypdata bestod av héastar bérande silveranlaget kontra héstar med
grundfargerna svart och brunt. Grundfargen fux anvéndes inte i kontroller
eftersom silveranlaget anges ha storst effekt pa eumelanin och fenotypen fux
darmed kan maskera anlaget (Bowling A., 2000). Tre signifikanta traffar erholls
varav en markor aterfanns pa kromosom 6, se tabell 1. Markorens position var
~277 Kb fran borjan av silvergenen (PMEL17).

Skéackanlag (To)

Fenotypdata som testades var skdackar med olika grundfarg kontra helfargade
héstar. Multipla signifikanta traffar erhoélls, varav 52 st. lokaliserade till
kromosom 3. Markor med bésta p-varde (EMP2=1.0 E-5) aterfinns i tabell 1,
markdoren var positionerad ~13341 Kb fran slutet av genen KIT. Narmaste markor
med signifikant association (EMP2=8.3 E-4) var lokaliserad ~1603 Kb fran slutet
av KIT genen. Tobianoanlaget har associerats med sekvensinversion ~100 Kb
nedstroms KIT genen (Brooks et al., 2007).



Vita tecken pa huvudet

Fenotypdata som testades var hastar med vita tecken pa huvudet kontra héstar
utan vita tecken pa huvudet. En signifikant association till markér erholls, se
tabell 1, emellertid var markéren densamma som erhallits pd E-lokus. Da det
sedan tidigare ar kant att fuxar far fler och storre vita tecken, valdes att analysera
fuxar med och utan tecken separat samt icke-fuxar med och utan tecken separat.
Detta resulterade inte i nagon signifikant association.

Fyrgang versus femgang

Fenotypdata bestod av hastar som enligt enkatuppgift var fyrgangare (beharskade
de tre grundgangarterna samt tolt) kontra hastar som enligt enkatuppgift var
femgangare (behéarskade de tre grundgangarterna samt t6lt och pass). En
signifikant association till markor erhdlls pa kromosom 23, tabell 1. For
fyrgangare var frekvensen av allelen C=0.37 och hos femgangare C=0.01 med ett
EMP2 varde pa 0.002. Inflationsfaktorn var 1.066, vilket inte tyder pa att
resultatet orsakats av stratifiering. Eftersom associerad markor forefoll ha
betydande effekt pd fenotypen (OR=45.7) analyserades dven egenskapen som
dominant/recessiv. Detta resulterade i en mer signifikant skillnad i
genotypfrekvens, EMP2=0.0002. Genotypfrekvensen var hos fyrgangare (CC,
CT)= 0.70 och hos femgangare (CC, CT)=0.025. Den associerade markdren pa
kromosom 23 var positionerad en bit nedstroms fran mittpunkten pa motsvarande
gen i det humana genomet, DMRTL1 (doublesex and mab-3 related transcription
factor 1).

SIo versus framat

Fenotypdata for hastar i gruppen sl6 bestod av héastar som enligt enkatuppgift
angivits till 1 eller 2 pa en femgradig skala for temperamentsegenskaperna
slo/framat. Fenotypdata for gruppen framat bestod av hastar som enligt
enkatuppgift angivits till 4 eller 5 pa en femgradig skala for egenskaperna
slo/framat. Gruppen slo analyserades kontra gruppen framat. Tva signifikanta
associationer till markor erhélls pa kromosom X, markdr med bésta p-varde ses i
tabell 1. Narmaste gen framfor markoren var NLGN1 (neuroligin 1), placerad
~800 Kb fran markoren och narmaste gen bakom markoren var PRKX, placerad
~1021 Kb fran markoren. Emellertid kravs utokad kontroll av erhallna
signifikanta associationer eftersom markorerna &r lokaliserade till en
konskromosom. For att kunna verifiera att erhallen association ar sann, kravs
genomfdérande av analys som tar hansyn till allelfordelning pa kénskromosomer.
Nagon sadan analys ar annu ej utford. Inflationsfaktorn var 1.275.

Kroppslangd

Fenotypdata for egenskapen kroppslangd bestod av kontinuerlig data i centimeter
matt fran hastens bogbladsspets till sittbensknol. En borderline markor erhélls pa
kromosom 1. Ej avrundat EMP2 varde var 0.05455 och inflationsfaktorn var
1.102.



Tabell 2. Egenskaper som genererade icke signifikanta p-varden

Egenskap Fenotyp# Fall/Kontroll# P-vérde EMP2

Kvantitativ
Omkrets carpus 48 LR 6.26E-7 0.08
Halsomkrets 40 LR 1.40E-5 0.30
Ogonvinkelavstand 47 LR 2.80E-7 0.35
Skenbensomfang 49 LR 1.50E-5 0.38
Oronlingd 47 LR 1.93E-5 0.40
Mankhéjd 76 LR 2.73E-5 0.50
Brostomfang 45 LR 3.29E-5 0.58
Korshgjd 62 LR 3.68E-5 0.61
Bogbladslangd 46 LR 4.97E-5 0.70
Halslangd 45 LR 1.14E-4 0.95
Fang 73 11/62 6.17E-8 0.10
Vargtander 45 13/32 2.75E-6 0.18
Oradd/Tittig 58 43/15 3.60E-6 0.24
Latt/Svarfodd 51 49/2 2.05E-9 0.50
Ointresserad/Nyfiken 62 3/59 2.11E-7 0.63
Virvlar i pannan 72 66/6 2.51E-6 0.72
Huvudprofil 73 15/58 1.38E-5 0.73
Lugn/Nervos 50 44/6 2.38E-6 0.79
Hastrang/Vid 73 13/60 1.85E-5 0.86
Snall/Elak 67 65/2 1.80E-7 0.87

Kvalitativ
Gulanlag (C*) 110 5/105 9.40E-10 0.14
Skimmelanlag (G) 206 7/199 1.45E-8 0.15

#antal individer LR= Linjar regression EMP2= permuterat p-vérde

DISKUSSION

Kandidatgener for flertalet fargegenskaper har identifierats i tidigare studier, dessa
anvéandes som proof of principle i aktuell studie, dvs. for att kontrollera och visa
att det gar att hitta associationer i det i studien ingaende materialet. Studier pa
moss har visat att den recessiva allelen e innebér en icke fungerande MCI1R
receptor (Robbins et al., 1993). Defekt receptor forhindrar bindande av liganden
MSH (melanocytstimulerande hormon), resulterande i feomelaninproduktion. Hos
héstar har en mutation i MC1R visats vara orsak till fenotypen fuxfarg (Marklund
et al., 1996). Hastar med svart grundfarg (Rieder et al., 2001) har funnits vara
homozygota (a/a) for en mutation i genen ASIP, med resultat att eumelanin (svart
pigment) bildas. En mutation i genen PMEL 17 har konstaterats vara associerad
med fenotypen silver (Brunberg et al., 2006). Pa kromosom 3 har en inversion
~100 Kb nedstréms KIT genen associerats med skdckanlaget tobiano (Brooks et
al., 2007). | aktuell studie har signifikanta associationer till markor erhallits for
fargegenskaper knutna till E-lokus, A-lokus, Z-lokus och To-lokus. De funna
markorerna dr belagna pa korrekt kromosom och i narheten av tidigare
identifierade kandidatgener for fargegenskaper. De fargegenskaper som inte
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genererade signifikanta associationer till markorer var gulanlag (C®) och
skimmelanlag (G). Tidigare utforda studier har lokaliserat gulanlaget till
kromosom 21 (Locke et al., 2001) och skimmelanlaget har rapporterats till
kromosom 25 (Swinburne et al., 2002; Pielberg et al., 2005 ). Orsaken till att dessa
fargegenskaper ej genererade signifikanta associationer till markor i genomford
studie var sannolikt att antalet individer med aktuell farg i fenotypmaterialet var
for fa. En annan mojlig orsak kan vara att relevanta SNPs saknas vid aktuella
geners regioner, men det forefaller mindre troligt da 6vriga SNPs fran chipet,
llumina SNP50, visat god &verensstammelse for ovriga férgegenskaper.
Sammantaget har det i studien ingdende materialet visats kunna generera
signifikanta associationer i 6verensstammelse med tidigare studier.

Malséttningen med denna studie var att forsoka identifiera ej tidigare kanda
genetiska markdorer eller gener associerade med fenotypiska egenskaper hos det i
studien ingaende hastmaterialet. Sddana genetiska markorer har erhallits for en
kvalitativ och tva kvantitativa egenskaper.

Kandidatgener for blackanlaget (Dn) har inte publicerats vid denna studies
avslutande. Emellertid anges i ett abstract fran Plant & Animal Genomes XI
Conference 2003 att det finns en koppling mellan blackfarg och mikrosatelliter pa
kromosom 8, men att kandidatgen ej identifierats genom mappning (Bricker et al.,
2003 ). Associationsanalys avseende blackanlaget (Dn) genererade multipla
signifikanta associationer till markor lokaliserade till kromosom 8. Den markor
som skiljde sig mest signifikant (EMP2=4.0 E-5) i allelfrekvens mellan fall och
kontroller var placerad ~34 Kb fran borjan av narmaste gen, TBX3 (T-box
transcription factor). Resultatet visade Overensstammelse med data fran annan
pagaende studie vid SLU och UU dar TBX3 identifierats som mojlig kandidatgen
for blackfarg (opublicerad data). TBX3 funktion anges bl a vara att generera
transkriptionsfaktorer vid embryonal utveckling (Bollag et al., 1994).

Associationsanalys av egenskaperna fyrgang versus femgang genererade en
signifikant association till markor pd kromosom 23. Kandidatgener for aktuell
egenskap har inte publicerats vid denna studies avslutande. Markérens position
var belagen en bit nedstréms fran mittpunkten pa genen DMRT1 (doublesex and
mab-3 related transcription factor 1). DMRT1 har funktion vid reglering av hanlig
differentiering och ar ndédvandig for testikelutveckling hos ryggradsdjur (Krentz et
al., 2009). Utokade tester kravs for verifiering av erhallen association. Initialt bor
associerad markor genotypas i ett storre hastmaterial for verifiering av att
association mellan kromosomregion och egenskap kvarstar. Om erhallen
association kvarstar bor kromosomregionen finmappas, innebarande analys av
flertalet SNPs placerade titare an pa chipet lllumina SNP50 i aktuell region.
Finmappning avser exakt identifiering av gen i regionen med paverkan pa aktuell
egenskap. Utforande av utdkade tester ligger utanfor ramen for detta arbete.

Associationsanalysen genererade tva signifikanta associationer till markor for
egenskaperna slo kontra framat pa kromosom X. Narmaste gen, bakom markor
med basta EMP2 vérde, tabell 1, var PRKX. PRKX enzym kan vara involverade i
reglering av njurepitel i samband med organogenes hos daggdjur (Li et al., 2002).
Nérmaste gen framfoér markéren var NLGN1 (neuroligin 1). Neuroliginer ar
molekyler involverade vid excitatoriska och inhibitoriska synapser (Blundell et
al., 2010). Samband mellan neuroliginer och autism hos manniska kan féreligga
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och stereotypa beteenden hos knock out mdss har pavisats. Utokad kontroll av
erhallen association &r nodvandig eftersom markoren ar placerad pa en
konskromosom. Honor har tva X-kromosomer och kan vara antingen homozygota
eller heterozygota, medan hanar endast har en X-kromosom och betraktas som
hemizygota. Det medfor att allelfrekvens inte kan berdknas pa samma satt som for
évriga kromosomer. For att kunna verifiera att erhallen association ar sann, kravs
genomforande av analys beaktande allelférdelning pa kdnskromosomer.
Utforande av en sadan analys ligger utanfor ramen for detta arbete.

Vid associationsanalysen genererade de biometriska egenskaperna endast en
borderline, egenskapen kroppslangd, och i 6vrigt erholls inga signifikanta resultat.
Att s blev fallet kan ha flera orsaker. Vissa matt som undersoktes hade ingen
tidigare dokumentation avseende arvbarhet och kanske inte heller &r relaterade till
nagon storre genetisk variation. Andra mattfragor utformades efter att man i
tidigare studier funnit viss arvbarhet, exempelvis fann man i en studie av drygt
tvatusen brasilianska Pantaneiro hastar (Miserani et al., 2002) den beréknade
arvbarheten till 0,61 for mankhojd och till 0,72 for héstens langd. | en annan
studie av drygt tvatusenfemhundra iranska arabhastar (Gharahveysi et al., 2008)
beréknades arvbarheten for mankhojd till 0,57 och héstens langd till 0,27. Den
genetiska variationen kan alltsa vara olika beroende pa undersokt population.
Dessutom kan flera gener vara involverade i de biometriska egenskaperna och
varje gen i sig kan ha ett litet bidrag till egenskapen som helhet. Sma bidrag fran
manga gener kan vara svara att fanga upp, sarskilt om studien innehaller en
mindre mangd individer.

Konklusion

Associationsanalys avseende fargegenskaper knutna till A-lokus, E-lokus, Z-lokus
och To-lokus genererade signifikanta associationer till markér och markdrens
position visade &verensstammelse med tidigare publicerade data avseende
fargegenskapernas genetiska placering. Chipet, Illumina SNP50, forefoll
tillforlitligt tillsammans med den i studien ingdende islandshéstpopulationen och
det i studien ingaende materialet har visats kunna generera signifikanta
associationer till markor for dessa egenskaper.

Associationsanalys genererade tva signifikanta associationer till markor for
egenskaperna slo kontra framat pa kromosom X. Genomférande av ytterligare
analys beaktande allelférdelning pa konskromosomer kravs for verifiering av
sanningsgrad i erhallen association.

Associationsanalys avseende blackanlaget (Dn) genererade multipla signifikanta
associationer till markor, lokaliserade till kromosom 8. Associationsanalysen
genererade aven en signifikant association till markér pa kromosom 23 for
egenskaperna fyrgang versus femgang. Utokade tester i ett storre populationsurval
kravs for verifiering av att erhallna associationer mellan kromosomregion och
egenskap kvarstar. Om erhallna associationer kvarstar, bor kromosomregion for
aktuella associationer finmappas och re-sekvenseras for att identifiera orsakande
mutationer.
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Appendix 2
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E-lokus XI
A-lokus XIl
Silveranlag (2) X1
Skéckanlag (To) XIV
Blackanlag (Dn) XV
Fyrgang versus femgang XVI
SI6 versus framat XVl
Kroppslangd XVIII
Vita tecken huvud XIX
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Appendix 1

Enkatstudie om koppling mellan
gener och en rad olika egenskaper sdsom exterior och sjukdom
hos islandshéastar

Enkatfragorna skall markeras med ett svarsalternativ om inte annat anges. Vid
flervalsfragor anges i fragans text hur manga markeringar som skall goras. Markering
gors enklast genom att ringa in svarsalternativet. | de fall svaret skall textas, var vénlig
och texta tydligt och lasbart. Forklaringar och utdkad information till vissa fragor
aterfinns langst bak i enkéten.

Bildillustrationerna i enkaten &r copyrightskyddade och bilderna till de flesta fragor (ej fragorna 14,15 samt K-N) har vanligen
stéllts till vart forfogande av illustratoren Staffan Philipsson.

Agaruppgifter

Namn: *

Adress:

Telefon: *

E-post:

Ifylles endast vid agarbyte. Ange ny agare till hasten.

Namn:

Adress:

Telefon/E-post:

Information om hasten

Héstens fullstdndiga namn*:

* Dessa félt ar obligatoriska



la-1e Hur upplever du din hasts temperament?

Gor en markering pa varje skala vid den egenskap som bast 6verensstammer med din hast. En
hast som exempelvis ar snall, lugn och framat samt ibland nagot tittig och varken ar nyfiken
eller ointresserad markeras enligt exemplet till hoger.

Exempel
1a. Lugn O 00O O Nervos e @O &6 6 e
1b. Oradd 0 00 o0 o CTiti o 0 0 0(0) O Ting
1c. Sl O O O O O Framat lc.Sl6 O 00O @ Framét
1d.Ointresserad O O O O O  Nyfiken 1d. Ointresserad O~ O @ O O Nyfiken
lesll O O 0 O O Ek wun (Go oy =

2. Ar din hast normal, l4tt eller svar att halla i hull?

Lattfodd

Svarfodd

Normal
3. Nar din hast ar i hagen och nagot oforutsett hander som gor att hasten vill springa ivag,
vilken gangart valjer hasten spontant vid de flesta tillfallen?

TRAV GALOPP TOLT PASS VET EJ

4. Ar din hast en fyra eller femgangare?

FYRA FEM VET EJ

Fragor angaende din hésts exterior.

5. Jamfor nedanstaende bilder och markera vilken typ av huvudform din hést har.

KONKAYV PROFIL KONVEX PROFIL RAK PROFIL



6. Hur manga virvlar har din hést i pannan? stycken VET EJ

7. Markera under den bild som bast stammer 6verens med hur din hasts bakben ser ut.

Rak benstallning Hasvid, hjulbent Hastrang, kohasig

- benaxeln bruten - benaxeln bruten
utat i hasen inat i hasen.
RAK HASVID HASTRANG VET EJ

8. Markera under den bild du tycker bést éverensstammer med din hésts hasvinkel.

Normal Rak has — Krokhas, vinklad
has stor hasvinkel has, liten hasvinkel

NORMAL HAS RAKHAS KROKIG HAS VET EJ



9. Jamfor nedanstaende bilder och markera under de bilder som stammer 6verens med hur din
hasts framben ser ut framifran. Minst en markering for varje framben, dvs minst tva
markeringar totalt. Exempel pa hur fragan kan markeras finns langst bak i enkéaten.

Korrekt Hjulbent, knavid Knatrang, kalvknaad, parallellférskjuten Markvid Marktrang

benstalining - benaxeln bruten X-bent — benaxien benstallning benstalining
utat i knaet bruten inat i knaet
HF VF HF VF HF  VF HF VF  HF VF HF VF

—adeT

! Y '\:‘ y
Tat, trang Tavid, uttdad ben- Tatrang, intdad ben- Inat bruten taaxel
benstallning stallning — benaxeln stalining — benaxeln
bruten inat i kotan bruten utdt i kotan
Fransysk benstallning
- utat roterade benaxlar
HF VF  HF VF HF VF HF VF HF VF HF VF VETEJ



10. Markera under den bild nedan som bést stimmer éverens med din hésts hovstorlek. Fyra
markeringar, en for varje hov.

Normal hov Stor hov Liten hov

HF VF HB VB HF VF HB VB HF VF HB VB VET EJ

11. Hur bedomer du din hésts hovkvalité?
Bra

Dalig

Exteriora fragor med mattangivelser

A Mankhojd [ Im EJMATT

Mat mankhdjden med hjalp av tumstock och

ett vattenpass eller annat rakt féremal. Stall

hasten pa ett jamnt icke sluttande underlag.

Lé&gg vattenpasset vagratt vid manken, placera
tumstocken lodrét och Iat tumstock och vattenpass
bilda en 90 gradig vinkel. Avlas mankhéjden i cm.

Al. Ange om mankhdjden &r matt med eller utan skor.

MED SKOR UTAN SKOR

B Brostomfang [ Jem EJMATT i S

Mat bréstomfang med mattband, placera mattbandet
strax bakom manken och i sadelgjordsl&get. Kontrollera
att bandet &r rakt och vél strackt ndr omkretsen mats.



C Korsets hojd [ Jem EJMATT
Mat korsets hojd vid den hdgsta punkten med hjalp av tumstock och

ett vattenpass eller annat rakt foremal. Tillvagagangssatt
som vid mankh6jdens matande.

DHastenslangd [ lcm EJ MATT

Mat langden med mattband pa vanster sida fran bogbladsspetsen till sittbensknolen.

E Bogbladets lingd. L cm EJ MATT

Mat fran bogbladsspetsen till mankens hdgsta punkt.

F Halsens liangd [ Jem EJ MATT

Mat halsens langd i en rak linje med bdrjan mittemellan bakre
oroninfastningen fram till manken, dér det bildas en liten grop.
Huvud och hals skall vara i normal uppratt position.

G Halsens omkrets métt vid 0,25F [ ] cm EJ MATT

Var halsens omkrets skall matas beror av halsens langd, mattet F.

Om mattet pa halsens langd exempelvis blir 100 cm, skall

omkretsen G méatas 25 cm fran bakre 6roninféastningen, omkretsen H
matas vid 50 cm och omkretsen J métas vid 75 cm. Om halsens langd
istallet &r 80 cm, skall G matas vid 20 cm, H vid 40 cm och J vid 60 cm.

H Halsens omkrets matt vid 0,50F |:| cm EJMATT
J Halsens omkrets mattvid 0,75F [ |cm EJMATT
K Omkrets Vanster framkna [ Jem EJ MATT e

Identifiera artbenet, markerat med blatt pa bilden till hoger,
kanns som en utbuktning pa baksidan av framknaet.

Placera mattbandet strax under &rtbenet, \
enligt den réda markeringen vid K pa bilden och mat omkretsen pa VF.

L Skenbensomfang Véanster fram [ ]cm EJMATT \ [

W
Mat mellan kota och framkna pa vanster framben. Ange skenans minsta I\
omkrets, saledes behdver matning ej ske exakt vid markeringen )

for L pa bilden till hoger

\



M Orats langd [ Jom EJMATT

Mat med mattband, fran 6rontippen till skallbasen enligt bild.

N Avstandet mellan 6gonvinklarna [ ]cm EJMATT

Mat med mattband, enligt bild.

Fragor om din hésts halsa och munstatus
12 a. Har din hast nagon gang drabbats av fang?

JA NEJ VET EJ
12 b. Om JA pa fraga 12 a, ange vilket/vilka ben som drabbades da hésten fick fang. Om
hasten fatt fang upprepade ganger, ange de ben som drabbades da hasten fick fang forsta
gangen.

HF VF HB VB VET EJ

13 a. Har din héast fatt diagnosen spatt?

JA NEJ VET EJ

13 b. Om JA pa fraga 13 a, hur stalldes diagnosen spatt? Mer &n ett svarsalternativ kan véljas.

HALTUTREDNING
RONTGEN
VETERINARBESIKTNING

VET EJ

13 ¢. Om JA pa fraga 13 a, hur gammal var hasten nar symptom pa spatt upptacktes?

0-1&r 1-2&r 2-3a&r 3-4&r 4-5a&r 5-6a&r 6-7ar 7-8ar 9aroch aldre VETEJ]

Vi



14 a. Har din hast fatt sk vargtander?

JA NEJ VET EJ

14 b. Om JA pa fraga 14 a, har hasten vargtander i
OVERKAKE X
UNDERKAKE

BADE OVER och UNDERKAKE "

Vargtand

15. Vilken typ av bett har din hast?
Jamfor nedanstaende bilder och markera under den bild som stammer 6verens med din hasts
bett.

4
5
é T
A« s
NORMALBETT OVERBETT
(
<
UNDERBETT BETTYP KAN INTE BEDOMAS

Vil



Ovriga kommentarer till enkétens fragor som ej kunnat delges vid respektive fraga.

Forklaring till vissa av fragorna.

6. Ange endast antalet virvlar. Var virvlarna ar placerade i pannomradet
behdver ej anges.

9. Om din hast ser ut som pa exemplet till
hoger, dvs parallelliforskjuten samt uttaad
frén kotan pa HF och har korrekt
benstallning pa VF, markerar du de olika
bestéllningarna under de bilder som
overensstammer. | detta exempel totat tre
markeringar.

Exempelbild
A X
VA ; { /)
Q W NV ¥ { /
H ’r".u&\\( } i
/Y '-.
i ; :
f ) Al t
A " i
/A way
e’ - o
., 4 ;'
i ) .
ﬁ B ﬁﬂ' N
Korrekt Hjulbent, knavid Knatrang, kalvknaad, paralleliforskjuten Markvid Marktrang
benstalining - benaxeln bruten X-bent - benaxlen benstallning benstallning
utat i knaet bruten inat i knaet
e \ 4l " f /
\ ( & Y & ¥
\ l \\\\,
YR
b i =
Vit fé i
i NEY
s i \’ N
‘ AYY RN
f S \
‘ VAL AT A
oy | R
’ NN S AL
Y (1
W ] 1)
Tat, trang Tavid, uttadad ben- Tatrang, intdad ben- Inat bruten taaxel Utat bruten taaxel | |
benstéllning stallning — benaxeln stélining — benaxeln v/ | |
bruten inat i kotan bruten utat i kotan | |
b ; |
J,

W

Fransysk benstéllning
HF VF @ VF HF VF HF VF HF VF  HE“VE*“VET EJ



12 a. Fang ar benamning péa akut inflammation i hastens hovar. Inflammationen ger
upphov till smarta och hasten uppvisar ovilja att réra sig.

13 a. Spatt a&r benamnig pa en ledsjukdom som drabbar hasleden. Symtomen kan
variera ifran stelhet till halta.

14 a. En vargtand ar en normal tand, men i rudimentér form. Det &r en liten tand som
aterfinns framfor hastens forsta kindtand (premolar 2). Om hasten utvecklat
vargtander aterfinns dessa vanligtvis i 6verkaken, men hos en del hastar dven i
underkaken”

15. Att avgora om en hast har 6ver eller underbett kan ibland vara svart och kan ofta
inte endast avgoras med hjélp av framtandernas position, utan man behdver
inspektera de forsta kindtandernas lage i forhallande till varandra.



Appendix 2
E-lokus

E-lokus

25,0
225
20,0
17.5
15,0
12,5

-lag1 D{P)

100 :
5.0 ;
25k : - .‘ :
0.0

mmm Chrl mem Chr?2 s Chrd == Chrd s Chrd s Chrf sess Chr7 s Chr == Chrd ses Chri0 s Chrl1 s Chrl2
e Ch S e Chrld s Chrls = Chrl 6 omess Chel 7 s Chrl 3 mess Chrl S s ChrZ0 s Chr2 sess Chr22 s Chr23
e Chr24 = Chr25 e Chi26 wess Chr27 mes Chr28 o= Chr29 mem Chr30 wess Chr31 e Chrx

Figur 3. E-lokus, manhattan-plot.

Observed (-logF)

Expected (-logP)

Figur 4. E-lokus, qg-plot.
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A-lokus

A-lokus

(=

-log10(F)

= MW R O O W @™ D

1]

mm Chrl s Chr? s Chrd = Chrd e Chrs s Chr s Chr7 s Chrl s Chrd mes Che 0 s Chel ] s Chrel 2
mmm Chrl 3 wes Chrld e Chrls = Chrl G owess Chrl 7 omsss Chrl S s ChrlQ s ChrZ2( mes Chrl2] s Chr2? s Chr?3
e Chr2d == Chr25 mem Chr26 wem Chr27 msm Chr28 == Chr29 mem Chr30 wess Chr3] s Chri{

Figur 5. A-lokus, manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 6. A-lokus, qg-plot.
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Silveranlag

Silverfarg

=
=]

-log1 0(P)

= kW kG @ N @ D

[u]

e Chrl wees Chr? s Chrd == Chrd s Chro wess Chr sess Chr7 s ChrE s Chrd sess Chrl0 s Chrl] e Chrl2
e Chrl3 mees Chrld mmm Chrls = Chrl G s Chr| 7 s Chrl 3 mess Chri 9 s Chr2() mess Chr2 ] mess Chr22 s Chri3

e Chr2d s Chr25 mem Chr2f wes Chr27 s Chr28 == Chr29 s Chr30 mess Chr3l s Chrd

Figur 7. Z-lokus, manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 8. Z-lokus, qg-plot.

X



Skéackanlag

20,0
275
25,0
225
20,0
175 -
15,0
12,5
10,0
75
50
25 Lo n
0.0

-lag1 D{P)

mm Chrl s Chr? s Chrd == Chrd mmm Chrd mess Chrf s Chry s Chrd == Chrd s Chri( s Chrl{ s Chrl 2
e CRETS weem Chrld s Chrls c== Chrl G s Chrl 7 ossss Chrl S omess ChrlQ s Chr20 omess Chr2l s Chr22? s Chr23
e CRr24 m= Chr2s e Chr26 mess Chr27 mem Chr28 0= Chr29 s Chr30 wess Chr31 s Chr

Figur 9. To-lokus, manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 10. To-lokus, qg-plot.
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Blackanlag

25,0
225
20,0
7.5
15,0
12,5

-log1 D{P)

10,0
75
5.0 1¢

25
0.0

mm Chrl s Chr? s Chrd == Chrd mmm Chrd mess Chrf s Chry s Chrd == Chrd s Chri( s Chrl{ s Chrl 2
e CRETS weem Chrld s Chrls c== Chrl G s Chrl 7 ossss Chrl S omess ChrlQ s Chr20 omess Chr2l s Chr22? s Chr23
e CRr24 m= Chr2s e Chr26 mess Chr27 mem Chr28 0= Chr29 s Chr30 wess Chr31 s Chr

Figur 11. Dn-lokus, manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 12. Dn-lokus, qg-plot.
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Fyrgang versus Femgang

Fyra/fem gangare

-lag1 0P}

m Chrl s Chr? s Chr3 c== Chrd s Chro wess Chri sess Chr7 s ChrE s Chrd s Chrl 0 s Chrl 1 s Chrl 2
e CHE 3 meem Chrld s Chrld c=a Chrl G s Chi 7 o Chrl 3 s Chrl S mees Chr2 () mess Chr2] sess Chrt? s Chr23
e Chr2d == Chr25 mem Chr2G e Chr27 msm Chr28 == Chr29 s Chr30 wess Chr3l s Chr

Figur 13. Manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 14. qg-plot.
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SI6 versus Framat

Sld/framat

-lng10(P)
&) [0 Y th o -4 o) [/}

-

1]

mmm Chrl s Chi? s Chrd 0= Chrd e Chrs mess Chrh s Che? s Chrl e Chrd s Chrl 0 s Chrelq e Chrel 2
e CHE S weem Chrld s Chrl 5 o= Chrl G wess Chil Y wess Chr S s Chrl S s Chr20 mess Chr21 s Chr22 s Chri3
e Chr24 e Chr2S e ChrZ6 omess Chr27 e Chr28 == Chr29 mes Chro0 sess Chri1 s Chi

Figur 15. Manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (-logP)

Figur 16. qg-plot.
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Kroppslangd

Kroppslangd

m Chrl s Che? s Chrd 0= Chrd s Chrs mees Chrp s Chr7 s Chrd e Chrd s Chrl 0 s Cheq s Chrl 2
 Che 3 wes Chrld s Chrld e== Chil G omees Chil 7 ossss Chrl 8 omess ChrlQ s Chr2() s Chr2l s Chr22? s Chr23
e CRr24 m= Chr2s e Chr26 mess Chr27 mem Chr28 0= Chr29 s Chr30 wess Chr31 s Chr

Figur 17. Manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 18. qg-plot.
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Vita tecken huvud

Vita tecken huvud

-log10(F)

mm Chrl owes Chr? mem Chrd == Chrd e Chrs wes ChiG wes Chr7 e Chrd s Chrd mes Chrl ) mes Chrl] s Chrl 2
e Chrl 3w Chrld s ChrlS = Chrl G e Chrl 7 owess Chrl S e Chrl S s Chr2( wess Chr2| sess Chr2? s Chr23
e Chr2d m== Chr2G s Chr26 s Chr27 msm Chr28 == Chr23 mem Chr30 wess Chr31 wess Chri

Figur 19. Manhattan-plot.

Observed (-logP)

Expected (—logP)

Figur 20. qg-plot.
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