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ESTUDO DE ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO
(SNP) COM CARACTERISTICAS DE TEMPERAMENTO EM BOVINOS DA RAGA
NELORE

RESUMO - A variabilidade individual no temperamento dos bovinos é um importante
fator que afeta a rentabilidade das empresas pecuarias, em funcdo dos efeitos
negativos na producdo, no bem-estar animal e na seguranga do trabalhador. Assim,
esta caracteristica vem despertando interesse crescente de produtores e
pesquisadores, com o objetivo de entender quais os fatores genéticos e ambientais
que influenciam a expressao do temperamento e os efeitos sobre o desempenho
dos bovinos. Desta forma, esta tese foi desenvolvida com o objetivo de estudar a
associagdo gendmica entre polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) com
diferentes indicadores do temperamento de bovinos da raga Nelore. Os objetivos
especificos foram: 1) Estudar a associagdo gendmica entre SNP e diferentes
indicadores de temperamento; 2) Avaliar a existéncia de regides do genoma
associadas, simultaneamente, com distintos indicadores de temperamento; 3)
Identificar genes e as respectivas fungbes bioldgicas que influenciam o
temperamento e; 4) Estimar parametros genéticos para os diferentes testes de
temperamento incluindo a informagdo gendmica. O temperamento dos bovinos foi
avaliado entre 2010 e 2015, durante o manejo de pesagem aos 18 meses de idade,
utilizando os seguintes indicadores: 1) escore de movimentagao (MOV); 2) escore de
tensdo (TENS); 3) escore de agitagdo no tronco de contengéo (CS); 4) velocidade de
fuga (VF) e; 5) escore de temperamento (ET). Os animais foram genotipados
utilizando painel de alta densidade com 777.962 SNPs (lllumina BovineHD
Beadchip). Todas as analises para estimar os componentes de variancia e
parametros genéticos, bem como os estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS) foram realizadas utilizando método de passo unico (single-step GBLUP -
ssGBLUP) combinando, simultaneamente, informacdes de pedigree, fenotipos e
genotipos, utilizando inferéncia Bayesiana via amostragem de Gibbs. Foi utilizado
modelo animal linear para VF e modelo de limiar para os demais indicadores de
temperamento (MOV, TENS, CS e ET). No primeiro estudo foram utilizados 1.384
genotipos, 16.660 animais com fendtipo para VF e 455.374 SNPs. Foram
identificadas nove regides gendémicas e seis genes candidatos associados a
velocidade de fuga. Entre eles, os genes PARKZ2, GUCY1A2, CPE e DOCK1 estéo
relacionados com o sistema dopaminérgico; a formagdo da memoria; a biossintese
de horménio peptidico e neurotransmissores e, o desenvolvimento do cérebro,
respectivamente. Para o segundo estudo foram utilizados, aproximadamente, 22.000
fendtipos para MOV, TENS, CS, VF e 45.000 para ET, 3.568 gendtipos e 411.677
SNPs. As estimativas de herdabilidade variaram de 0,12 + 0,03 a 0,33 + 0,03. As
estimativas a posteriori das correlagbes genéticas e fenotipicas entre os cinco
indicadores de temperamento variaram de 0,57 + 0,06 a 0,99 + 0,00 e de 0,23 + 0,01
a 0,93 + 0,01, respectivamente. Os resultados das analises de ssGBLUP foram
apresentados com base na porcentagem de variancia explicada por janelas de 10
SNPs adjacentes. As 20 janelas que explicaram a maior variancia genética aditiva
para cada indicador foram consideradas como associadas ao temperamento. Um



total de 100 janelas, 2.033 genes conhecidos, nove QTL descritos previamente e
regides gendmicas semelhantes entre TENS x CS, MOV x FS, CS x ET e FS x ET
foram identificadas. Concluimos que todas os indicadores de temperamento
utilizadas no presente estudo podem ser consideradas em programas de
melhoramento. Com o estudo de associagdo gendmica ampla mapeamos genes que
podem influenciar o temperamento dos bovinos, demonstrando que essa € uma
caracteristica complexa e amplamente influenciados por muitas regiées/genes de
pequeno efeito. As anadlises de enriquecimento funcional proporcionaram novas
perspectivas e vias que correspondem diretamente com aspectos de comportamento
emocional.

Palavras-chave: comportamento, bovinos de corte, efeitos dos SNPs, marcador
molecular, reatividade



vi

GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY BETWEEN SINGLE NUCLEOTIDE
POLYMORPHISM (SNP) AND TEMPERAMENT TRAITS IN NELLORE CATTLE

SUMMARY - The individual variability on cattle temperament is an important factor
affecting the profitability of beef cattle enterprises, due to its adverse effects in
production, animal welfare and labor safety. Thus, this characteristic has increasing
interest of producers and researchers, who aim to understand the genetic and
environmental factors affecting the expression of temperament and its effect on cattle
performance. Thus, the objective of this thesis was to study the genomic association
between single nucleotide polymorphisms (SNP) and temperament indicators of
Nellore cattle. The specific objectives were: 1) Study the genomic association
between SNP and different indicators of temperament; 2) Assess the existence of
genomic regions associated, simultaneously, with distinct temperament indicators; 3)
Identify genes and their biological functions that influences temperament and; 4)
Estimate genetic parameters for different temperament indicators using genomic
information. The temperament was evaluated between 2010 and 2015, during the
weighing handling at 18 months of age, using the following indicators: 1) movement
score (MOV); 2) tension score (TENS); 3) crush score (CS); 4) flight speed (FS) and;
5) temperament score (TS). The animals were genotyped using a panel with 777,962
SNP (lllumina BovineHD Beadchip). All analyses to estimate variance components
and genetic parameters, as well as the genome-wide association study (GWAS),
were performed using a single-step procedure (single-step GBLUP - ssGBLUP)
which combined, simultaneously, pedigree information, phenotyped and genotyped
animals in one step, using Bayesian inference via Gibbs sampling. Was used linear
animal model for FS and threshold model for other temperament indicators (MOV,
TENS, CS and TS). In the first study were used 1,384 genotypes, 16,660 phenotyped
animals for FS and 455,374 SNP. There were identified nine genomic regions and six
candidate genes associated with flight speed. Among them PARK2, GUCY1A2, CPE
and DOCK1 genes which are related to dopaminergic system; memory formation;
biosynthesis of peptide hormone and neurotransmitter; and brain development,
respectively. For the second study were used, approximately, 22,000 phenotypes to
MOV, TENS, CS, VF and 45,000 for TS, 3,568 genotypes and 411,677 SNPs.
Heritability estimates for temperament indicators ranged from 0.12 + 0.03 to 0.33 +
0.03. The posterior means of genetic and phenotypic correlations between all five
temperament indicators ranged from 0.57 + 0.06 to 0.99 + 0.00 and from 0.23 + 0.01
to 0.93 £ 0.01, respectively. The results of ssGBLUP analysis were presented in
based on the proportion of variance explained by 10 consecutive non-overlapping
SNPs. The 20 SNP windows that explained the highest additive genetic variance for
each indicator were considered as associated with temperament. Were identified A
total of 100 SNP windows, 2.033 known genes, nine previously reported QTL and
similar genomic regions between TENS x CS, MOV x FS, CS x TS and FS x TS. In
conclusion, all temperament indicators addressed in the present study can be
considered in breeding programs. With the genome-wide association study mapped
genes that can influence cattle temperament, demonstrating that this is a complex
trait and largely influenced by many regions/genes of small effect. Functional
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enrichment analyses delivered new insights and pathways that directly match with
aspects of emotional behavior.

Key words: behavior, beef cattle, SNPs effects, molecular marker, reactivity
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUGAO

Diversos estudos com abordagens gendmicas tém sido desenvolvidos com o
objetivo de identificar os fatores genéticos que contribuem para a expressdo de
caracteristicas importantes em humanos e animais. Especificamente na produgao
animal, os estudos tém focado na deteccdo de regides gendmicas, genes e QTL
(Quantitative Trait Loci) associados a caracteristicas que sao economicamente
importantes, tais como produgdo, reprodugdo, saude e resisténcia a doencas
(SHARMA et al., 2015; TIEZZI et al., 2015). Além disto, com o advento das
metodologias de associagdo gendmica ampla (do inglés Genome-Wide Association
Study - GWAS), que utilizam informagdes de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNP) espagados pelo genoma, varios trabalhos foram desenvolvidos para mapear a
base genética de caracteristicas quantitativas relacionadas a eficiéncia alimentar
(MOORE; MUJIBI; SHERMAN, 2009; SHERMAN et al, 2009; SHERMAN;
NKRUMAH; MOORE, 2010; MUJIBI et al., 2011), produgdo e qualidade do leite
(BOLORMAA et al., 2010; JIANG et al., 2010; MAI et al., 2010; BOUWMAN et al.,
2011; SCHOPEN, et al., 2011), fertilidade (SAHANA et al., 2010; HUANG et al.,
2010), crescimento (SNELLING et al., 2010; BOLORMAA et al. 2011a) e qualidade
de carcaga e carne (SCHENKEL et al., 2006; CORVA et al., 2007; GILL et al., 2009;
BOLORMAA et al., 2011b).

De maneira semelhante, abordagens moleculares tém sido utilizadas para
aprofundar o conhecimento sobre 0s mecanismos genéticos subjacentes a
variabilidade fenotipica do comportamento animal (MORMEDE, 2005; JENSEN et
al., 2008). Para animais de fazenda esses estudos tém focado no temperamento,
que é consistente ao longo do tempo (MULLER; VON KEYSERLINGK, 2006) e
caracterizado pelo conjunto de respostas comportamentais dos animais em relagéo
ao homem, geralmente atribuidas ao medo (FORDYCE et al., 1982). As diferengas
individuais no temperamento podem apresentar implicacdes praticas e econdmicas

para os sistemas produtivos, bem como efeitos diretos em aspectos produtivos,



reprodutivos, de saude e bem-estar animal e humano (BURDICK et al., 2011;
CANARIO et al., 2013).

E amplamente reconhecido que o temperamento dos bovinos esta sob
influéncia direta de multiplos genes, que interagem entre si e com os fatores
ambientais. No entanto, o principal desafio para estudar a base genética do
temperamento é a definicido de testes padronizados que possibilitem avaliar o
fendtipo comportamental em diferentes populacdes, ragcas e condigdes ambientais
(MORMEDE, 2005; SANT’ANNA et al., 2013), permitindo comparar os resultados
obtidos nos diversos estudos. Porém, o que se observa na literatura cientifica
relacionada ao tema é a utilizagdo de distintas metodologias para avaliar o
temperamento e, posteriormente, identificar QTL e genes candidatos (SCHMUTZ et
al., 2001; HIENDLEDER et al., 2003; ESMAILIZADEH et al., 2008; GUTIERREZ-GIL
et al.,, 2008; HULSMAN HANNA et al.,, 2014; KRAMER et al., 2014; LINDHOLM-
PERRY et al.,, 2015). Neste sentido, os métodos utilizados vao desde testes
comportamentais, tais como distancia de fuga, teste de separagao social, velocidade
de fuga (GUTIERREZ-GIL et al., 2008; HULSMAN HANNA et al., 2014; LINDHOLM-
PERRY et al., 2015) a escalas visuais com pontuagao pré-definida (HIENDLEDER et
al.,, 2003; KRAMER et al.,, 2014) e medidas automatizadas para registro do
comportamento (SCHMUTZ et al., 2001).

Nos estudos citados acima foram identificados QTL e genes candidatos
associados ao temperamento. No entanto, em fungédo da natureza multidimensional
e complexa dessa caracteristica (REALE et al., 2007), somada & auséncia de
metodologia padronizada para caracterizar o fenotipo de interesse, podemos
concluir que a comparacgao entre os resultados dos diferentes estudos é limitada, e
deve ser feita de maneira cautelosa. Assim, o objetivo com este trabalho foi realizar
estudos de associagdo entre polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) e cinco
diferentes indicadores utilizados para avaliar o temperamento de bovinos da racga
Nelore. Os objetivos especificos foram: 1) Estudar a associagdo genbmica entre
polimorfismos de nucleotideo unico com diferentes métodos de avaliagdo do
temperamento; 2) Avaliar a existéncia de regides do genoma associadas,
simultaneamente, com diferentes indicadores de temperamento; 3) Identificar genes

e as respectivas fung¢des bioldgicas que influenciam o temperamento dos bovinos; 4)



Utilizar a informagdo gendmica nas estimativas dos componentes de (co)variancia e

parametros genéticos para diferentes indicadores de temperamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DO TEMPERAMENTO PARA A PECUARIA MODERNA

Pode-se assumir que o temperamento é o conjunto de respostas
comportamentais que caracterizam um determinado individuo e que s&o
consistentes ao longo do tempo e em diferentes situagcdes (BATES, 1989). Além
disto, o temperamento dos bovinos foi definido operacionalmente como o conjunto
de comportamentos dos animais em relagcdo ao homem, geralmente atribuindo
essas reagdes a aspectos gerais de medo (FORDYCE et al., 1982; PETHERICK et
al., 2002). Neste contexto, o temperamento foi um fator determinante durante o
processo de domesticagdo das espécies (PRICE, 1999) e, permanece como tema
relevante para a pecuaria moderna, por ser um dos fatores que podem influenciar a
eficiéncia dos sistemas produtivos.

As diferencas individuais observadas no temperamento podem refletir
aspectos hormonais e neuroenddcrinos de cada animal (BURDICK et al., 2011;
BRAND et al.,, 2015), e estarem associadas a efeitos negativos sobre diversas
fungdes bioldgicas, tais como a defesa imunoldgica, a reprodugado, o crescimento e a
qualidade do produto final (MURANI et al., 2010). Por exemplo, animais que
expressam maior reatividade na presenca de humanos e que sao considerados
como de temperamento ruim, apresentam menores ganhos de peso (VOISINET et
al.,, 1997a; PETHERICK et al., 2002; DEL CAMPO et al., 2010; SEBASTIAN et al.,
2011) e menor qualidade da carne e carcaga, com maior ocorréncia de cortes
escuros (VOISINET et al., 1997b; KING et al., 2006; BEHRENDS et al., 2009; DEL
CAMPO et al., 2010; CAFE et al., 2011a; HALL et al., 2011). Em sistemas de cria,
fémeas mais calmas apresentaram melhores indices reprodutivos, com maior taxa
de prenhez quando submetidas ao protocolo de inseminagdo em tempo fixo (IATF)
(COOKE et al., 2009; COOKE et al.,, 2011; RUEDA, 2012; RUEDA et al., 2015).

Somado aos efeitos em caracteristicas produtivas, o temperamento também afeta



aspectos de saude dos animais e de bem-estar durante as rotinas de manejo (FELL
et al., 1999; CAFE et al., 2011a; HULBERT et al., 2011).

Além das implicagdes indiretas na rentabilidade dos sistemas de producao,
as reacgdes dos bovinos que caracterizam o temperamento podem apresenta valor
econdémico direto (BUSBY et al., 2006), gerando prejuizos e custos adicionais aos
produtores. Ou seja, ha redugao na eficiéncia do trabalho quando sdo manejados
animais de alta reatividade, demandando maior tempo e numero de funcionarios
para realizar o manejo (PARANHOS DA COSTA, 2000), aléem de aumentar o risco
de acidentes de trabalho e os prejuizos para o bem-estar dos animais (GRANDIN,
1993; BROUCEK et al., 2008). Desta forma, o temperamento dos bovinos pode ser
considerado uma caracteristica funcional, com implica¢des praticas para o sistema
produtivo e reflexos diretos em questdes econdmicas, técnicas, éticas, e de
segurancga dos trabalhadores e dos animais (CURLEY et al., 2008; BURDICK et al.,
2010).

Assim, aprofundar o conhecimento sobre o temperamento dos bovinos e
seus efeitos para a pecuaria pode ser uma alternativa para atender as exigéncias
dos consumidores em relacdo a seguranga alimentar, qualidade do produto,
rastreabilidade, seguranga do trabalhador, respeito aos recursos naturais e ao bem-
estar animal (PESSUTI; MEZZADRI, 2004; HASKELL; SIMM; TURNER, 2014). Por
isto, € crescente a busca por alternativas que visem melhorar o temperamento e
reduzir a reatividade dos animais, seja utilizando técnicas de aprendizagem,
melhorando a interagdo humano-animal, adequando os sistemas de criagdo para
atender as necessidades dos animais (BOISSY; BOUISSOU, 1988; BECKER;
LOBATO, 1997; SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al., 1997; COOKE et al., 2009;
TITTO et al., 2010), ou por meio da inclusdo dessa caracteristica, como critério de
selecado, nos programas de melhoramento genético (SANT'ANNA et al., 2012).

2.2. TEMPERAMENTO COMO CRITERIO DE SELECAO
O temperamento dos bovinos € uma caracteristica multidimensional e
complexa (REALE et al., 2007), que sofre influéncia de diversos fatores ambientais,

tais como idade, experiéncias prévias, qualidade das interagdes humano-animal e



sistema de produgcdo ao qual os animais estdo submetidos. Porém, € amplamente
reconhecido que essa caracteristica também ¢é influenciada por fatores genéticos
(MORMEDE, 2005; FRIEDRICH et al., 2015), os quais interagem entre si e com o
ambiente para a formagao e modificagdo do fendtipo comportamental ao longo da
vida dos animais (BURROW, 1997). Em fungdo da complexidade intrinseca ao
temperamento dos bovinos ha o desafio em se definir qual o melhor método a ser
utilizado para gerar informagdes que possam ser incluidas como critério de selegao
em programas de melhoramento genético. Além disso, o que observamos na
literatura é a utilizagdo de distintas metodologias para avaliar o temperamento dos
bovinos, as quais podem ser classificadas em relacdo a natureza dos indicadores,
assim como proposto por Manteca e Deag (1993) e adaptado por Sant’Anna (2013).

Além das avaliagdes com base nas respostas comportamentais dos animais,
alguns autores sugerem utilizar paréametros fisiolégicos (VON BORELL et al., 2007;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2013) e caracteristicas morfolégicas (LANIER et al.,
2001; TOZSER et al., 2003) como indicadores do temperamento. Porém, essas
avaliagcdes nao sao praticas e dificilmente poderdo ser utilizadas como critérios de
selecdo para temperamento. Assim, quando o objetivo é avaliar sistematicamente
grande numero de animais em programas de melhoramento, utiliza-se indicadores
comportamentais, baseando-se no grau de movimentagdo, postura corporal,
velocidade para percorrer determinada distancia, reacdo dos animais apds manejo
especifico, dentre outros.

De acordo com SantAnna (2013) os métodos para avaliagdo do
temperamento podem ser classificados em quatro diferentes categorias, sendo elas:
testes comportamentais, escores visuais com escala pré-definida, escala de
classificagao qualitativa do comportamento e métodos automatizados para avaliagao
do temperamento. Para aplicagdo dos testes comportamentais submete-se os
animais a situagbes padronizadas, permitindo comparar as reagdes entre o0s
diferentes individuos, com destaque para os testes de disténcia de fuga (FORDYCE;
GODDARD; SEIFERT, 1982) e velocidade de fuga (BURROW,; SEIFERT; CORBET,
1988). O teste de velocidade de fuga (ou saida) é uma das metodologias mais
conhecidas e utilizadas, tendo sido validada com base em indicadores fisiologicos
nas mais diversas situagées de manejo e ragas bovinas (BURROW, 1997; CURLEY



JR. et al., 2006; MULLER; VON KEYSERLINGK, 2006; CAFE et al., 2011a). Por fim,
os testes de docilidade (LE NEINDRE et al., 1995; GAULY et al., 2001; PHOCAS et
al., 2006), novo objeto e campo aberto (DE PASSILLE; RUSHEN; MARTINS, 1995;
KILGOUR; MELVILLE; GREENWOOD, 2006; FORKMAN et al., 2007) também sao
incluidos nessa categoria, porém, apresentam limitagbes de ordem pratica para
serem utilizados como critério de sele¢ao, tais como elevado risco de acidente para
os avaliadores e tempo despendido para aplicacdo dos testes.

Os escores visuais com escala de pontuagao pré-definida caracterizam-se
pela atribuicdo de notas, que podem variar de 3 a 7 niveis, para quantificar a reagcao
dos animais em determinada situacdo. Nessa categoria estdo o escore de
reatividade no tronco de contencdo ou na balanga, também conhecido
internacionalmente como “crush score” ou “chute score” (GRANDIN, 1993;
VOISINET et al., 1997a,b; BURROW e CORBET, 2000; OLMOS; TURNER, 2008;
HOPPE et al., 2010, CAFE et al., 2011a,b), e o escore de temperamento em uma
das divisérias do curral ou “pen score” (BEHRENDS et al., 2009). Esse ultimo,
também conhecido como escore de temperamento, tem sido amplamente utilizado
como critério de selecdo em alguns programas brasileiros de melhoramento genético
(SUMARIO PAINT® CONSOLIDADO, 2012; SUMARIO DE TOUROS CONEXAO
DELTA G, 2012). No entanto, ainda ndo ha padronizagdo em relagdo a escala de
notas adotada entre os diferentes programas. Além disto, ndo existe consenso em
como deve ser considerado o fendtipo, se como critério independente de descarte
ou incluido no indice de sele¢cdo do programa.

A escala de classificacdo qualitativa do comportamento € uma avaliagao
baseada na impressdao do observador em relagdo ao estado de cada animal
(MEAGHER, 2009). Nessa categoria destaca-se o método de avaliacdo qualitativa
do comportamento, também conhecido como QBA (Qualitative Behavior
Assessment), que foi desenvolvido como indicador de bem-estar animal
(WEMELSFELDER et al., 2000) e, recentemente, validado como indicador de
temperamento em bovinos da raga Nelore (SANT'ANNA; PARANHOS DA COSTA,
2013). Porém, esse meétodo também apresenta limitagbes de ordem pratica e,
portanto, possui baixo potencial para ser adotado como critério de sele¢cdo. Os
meétodos automatizados para avaliagdo do temperamento sdo aqueles que registram



a reatividade dos bovinos durante o periodo de contencéo previamente determinado,
de maneira objetiva e com utilizacdo de sensores, plataformas eletrénicas ou
acelerébmetros (SCHUMUTZ et al., 2001; MAFFEI et al., 2006; SCHWARTZKOPF-
GENSWEIN et al., 2012).

Como revisado por Haskell; Simm; Turner. (2014) o temperamento dos
bovinos apresenta variabilidade genética suficiente para ser incluido como critério de
selecdo em programas de melhoramento, com estimativas de herdabilidade que
variam de baixa a moderada magnitude. As diferengas nos resultados encontrados
na literatura se devem aos grupos genéticos avaliados (de um modo geral, maiores
estimativas sdo reportadas para ragas zebuinas em comparagdo com ragas taurinas)
e a caracteristicas intrinsecas de cada metodologia utilizada para avaliagdo do
temperamento (medidas objetivas tém maiores valores de herdabilidade do que
medidas subjetivas). Aléem disto, os diferentes testes utilizados para avaliar o
temperamento dos bovinos abordam aspectos distintos dessa caracteristica
(BURROW; DILLON, 1997; CURLEY et al., 2006; KILGOUR; MELVILLE;
GREENWOOD, 2006).

Deste modo, podemos concluir que € possivel promover progresso genético
do temperamento e reduzir, em longo prazo, a reatividade dos animais durante as
rotinas de manejo. Porém, por se tratar de uma caracteristica complexa, informagdes
adicionais, tais como as fornecidas pelos estudos de associagdo com cobertura
ampla do genoma (Genome-Wide Association Study), sdo fundamentais para
aprofundar nosso conhecimento sobre esse fendtipo e, principalmente, sobre os

fatores genéticos subjacentes a expressao do temperamento dos bovinos.

2.3. ABORDAGEM MOLECULAR NO ESTUDO DO TEMPERAMENTO

Nas ultimas trés décadas diversos estudos foram realizados para investigar
as bases genéticas de caracteristicas relacionadas ao desempenho produtivo dos
animais (como revisado por SHARMA et al., 2015). Porém, apenas no final dos anos
90 foi publicado o primeiro estudo objetivando identificar QTL associados a
dezessete caracteristicas ndo produtivas, que contribuem de maneira geral para a

performance econdémica de vacas das racas Holandés e Jersey (SPELMAN et al.,



1999). Esses autores avaliaram caracteristicas relacionadas ao manejo, tamanho e
conformacao utilizando métodos subjetivos com escala de nove escores, no entanto,
ndo identificaram nenhum QTL significativamente associado ao temperamento e a
capacidade de adaptacdo a ordenha. De maneira semelhante, Schrooten et al.
(2000) nao identificaram QTL associados ao temperamento de vacas Holandesas, o
qual foi avaliado utilizando a mesma metodologia de nove escores pre-definidos.

Por outro lado, Hiendleder et al. (2003) avaliaram o temperamento durante a
ordenha, utilizando uma escala com escores que variam de 1 (nervosa / agressiva) a
9 (docil), e a velocidade de ordenha (quantidade de leite produzido pelo tempo de
ordenha) de vacas Holandesas. Nesse estudo foram identificados quatro QTL
associados simultaneamente as duas caracteristicas, os quais estao localizados nos
cromossomos 5, 18, 29 e na regido pseudoautossémica do cromossomo sexual
(X/Y). Proximo ao QTL localizado no cromossomo 29 (20cM) foi mapeado o gene da
tirosina (TYR), assim os autores concluiram que esse € um potencial gene candidato
para temperamento e velocidade de ordenha dada a sua fungdo no metabolismo do
neurotransmissor dopamina.

Considerando o comportamento e a docilidade como caracteristicas que
influenciam significativamente a produtividade e a longevidade de vacas da raga
Brown Swiss, Kramer et al. (2014) utilizaram painéis de SNP de alta densidade, em
um estudo de GWAS para mapear genes que influenciam a expressao das
caracteristicas de temperamento, reatividade na ordenha e agressividade. Os
autores identificaram efeito significativo de regides nos cromossomos 4 (14 Mb), 8
(101 Mb), 14 (55 Mb) e 20 (65 Mb) sobre os fendtipos de interesse. Nestas regides
os genes conhecidos s&o TCA71 no Chr4, AKAP2, TXN e TXNDC8 no Chr8 e ADCY?2
no Chr20, porém os autores concluiram que nenhum desses genes tem papel
biolégico com influéncia descrita sobre a expressdo de caracteristicas
comportamentais.

O primeiro estudo para detectar QTL associados ao temperamento de
bovinos de corte foi realizado por Schumutz et al. (2001). Esses autores utilizaram
uma plataforma eletrbnica (eletronic movement measuring device) acoplada ao
tronco de contencg&o para avaliar o nivel de movimentagao durante 60 segundos, em

130 bezerros provenientes de rebanhos canadenses (Canadian Beef Cattle



Reference Herd). As avaliagdes foram realizadas duas vezes durante o periodo de
confinamento (primeira na desmama e a segunda entre 8 a 12 meses), com a
finalidade de medir a resposta dos animais ao isolamento durante a rotina de
manejo. As reagdes foram consideradas como reflexo do temperamento de cada
animal, bem como a informacédo sobre a capacidade de habituacdo as rotinas de
manejo (diferenga entre a primeira e segunda avaliagdo). Para isto, os autores
genotiparam 162 marcadores microssatélite, identificando sete QTL localizados nos
cromossomos 1 (14 cM), 5 (29 cM), 9 (44 cM), 11 (67 cM), 14 (19 e 35 cM) e 15 (12
cM) que foram associados, simultaneamente, aos dois fenotipos de interesse.

Por outro lado, Gutiérrez-Gil et al. (2008) avaliaram bovinos cruzados
(Charolés x Holandesa) em duas idades diferentes, utilizando os testes de distancia
de fuga e de separacéo social (atribuindo escores para o estado de alerta do animal,
vocalizagdo e grau de movimentagdo quando em isolamento) como indicadores do
temperamento e da capacidade de habituacdo dos animais. Para o estudo de
associagao foram genotipados 165 marcadores microssatélites, sendo identificados
oito QTL associados ao teste de separacgao social (ao nivel de significancia de 1%) e
um QTL, localizado no cromossomo 29, associado ao teste de distéancia de fuga (ao
nivel de significancia de 5%). Os autores concluiram que ndo houve sobreposi¢cao
de QTL (pleiotropia) para os dois testes, sustentando em nivel molecular a hipétese
de que distintos métodos de avaliacdo abordam diferentes aspectos do
temperamento dos bovinos, sendo esse fendtipo comportamental influenciado por
diferentes fatores genéticos ou regides genémicas.

De maneira semelhante Glenske et al. (2010 e 2011) avaliaram o
temperamento de bovinos das ragas Angus e Simental em trés diferentes momentos
(3 semanas, 5 e 8 meses de vida) com distintos testes para cada idade, atribuindo
escores que variaram de 1 (calmo) a 5 (nervoso) para a reagao dos bovinos. Foram
identificadas deferentes regides gendmicas associadas ao fenotipo avaliado,
ressaltando o gene DRD4 (dopamine receptor D4 gene), localizado no cromossomo
29, como potencial candidato para temperamento. Os resultados reportados
corroboram Hiendleder et al. (2003), indicando que o neurotransmissor dopamina

pode influenciar a expressao do temperamento em bovinos de corte e leite.
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Lourenco-Jaramillo et al. (2012) avaliaram a variagdo genética nos genes da
tirosina hidroxilase (TH) e da dopamina B-hidroxilase (DBH) em bovinos de distintos
grupos genéticos, marcadamente diferentes quanto ao seu nivel de reatividade. De
maneira geral as ragas taurinas (Holstein, Charolés e Lidia) foram descritas como
menos reativos e a raga zebuina (Brahman) como mais reativa. De acordo com os
autores, nao foi possivel associar qualquer haplétipo a diferengcas no temperamento,
porém, a diversidade genética observada entre as quatro ragas forneceu uma base
para investigagdes em tais associagdes, sugerindo que o gene TH é forte candidato
para explicar a variagao fenotipica no temperamento dos bovinos.

Até o ano de 2015 apenas dois estudos de GWAS foram conduzidos para
mapear as bases genéticas do temperamento de bovinos de corte (HULSMAN
HANNA et al., 2014; LINDHOLM-PERRY et al., 2015). No entanto, os estudos
utilizaram diferentes metodologias para acessar o fendtipo comportamental.
Hulsman Hanna et al. (2014) avaliaram o temperamento de 769 animais cruzados
(Nelore x Angus) durante o manejo de desmama, atribuindo escores de nove notas
pré-definidas, em que ‘1’ representa animais calmos / dbceis e ‘9’ bezerros de
temperamento ruim ou ‘selvagens’, de acordo com as reagbes de cada animal
durante o teste de separacido social. Apds analise de enriquecimento funcional os
autores identificaram que genes relacionados ao transporte do ion soédio, por meio
da membrana plasmatica dos neurbnios (canais transmembranicos de sodio),
podem estar relacionados as diferentes respostas do sistema nervoso frente ao
ambiente e a estimulos estressantes.

Por sua vez, Lindholm-Perry et al. (2015) avaliaram o temperamento dos
bovinos de diferentes ragcas (Angus, Hereford, Simmental, Limousin, Charolais,
Gelbvieh e Red Angus) utilizando o teste de velocidade de fuga, com o objetivo de
identificar marcadores genéticos associados, simultaneamente, a eficiéncia
alimentar (ganho médio diario e consumo médio diario) e a velocidade de fuga.
Foram reportados genes localizados nos cromossomos 9 (QKI - quaking) e 17
(GRIA2 - glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 2 e GLRB - glycine
receptor ) associados a ambas caracteristicas. Em fungdo de seu papel biolégico
no sistema nervoso central e na transmissao sinaptica, levantou-se a possibilidade

destes genes influenciarem a expressao do temperamento na populagédo estudada.
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No entanto, apds corregdo de Bonferroni os autores concluiram que os genes nao
afetam a resposta no teste de velocidade de fuga, dado que nenhum SNP foi
significativo a 5% de probabilidade.

Os resultados dos diversos estudos confirmam que o temperamento € uma
caracteristica influenciada por distintos genes e regiées genémicas. Porém, além de
serem utilizados diferentes desenhos experimentais, numero de animais e métodos
estatisticos para a identificagcdo dos QTL ou associagdo com regides genémicas, 0
principal problema apontado € a auséncia de metodologia padronizada para
avaliacdo e obtengdo dos dados de temperamento dos bovinos, permitindo a
comparagao dos resultados entre as distintas pesquisas. Assim, a definicdo de um
ou mais métodos (indicadores) padronizados poderdo contribuir significativamente
para aprofundar o conhecimento, em nivel molecular, dos fatores genéticos que

afetam a expressao dessa caracteristica nas diferentes ragas bovinas.

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Diversos estudos tém focado nas diferencas individuais dos animais,
associando o temperamento a importantes aspectos da produgao animal, como por
exemplo, ao fitness de cada individuo e a capacidade dos animais em se adaptarem
aos diferentes sistemas de criagdo. Além disto, alguns trabalhos ressaltam a
importancia econbmica do temperamento, como uma caracteristica que pode
contribuir para a sustentabilidade da pecuaria moderna e promover melhores
condicbes de bem-estar aos animais. Por outro lado, por se tratar de uma
caracteristica complexa e multidimensional, entendemos que é fundamental
conhecer as bases genéticas subjacentes a sua expresséo.

Com esta tese espera-se aprofundar o conhecimento sobre o temperamento
dos bovinos, principalmente dos animais da raga Nelore, ndo apenas por ser uma
raca extremamente importante para a pecuaria brasileira, mas também por serem
animais que possuem temperamento mais reativo, quando comparados com as
racas taurinas. Assim, com o presente estudo buscamos identificar regides
genOmicas e mapear genes que estejam associados as diferengas individuais na

expressao do temperamento, bem como seus produtos génicos e respectivos papéis
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na biologia dos animais, agregando informagdes que possam ser relevantes para as
condic¢des brasileiras de producdo animal. Além disso, esperamos que 0s resultados
aqui obtidos possam estimular outros questionamentos e o desenvolvimento de
novos estudos de associagdo genbmica ampla para temperamento, colocando o
Brasil como referéncia na busca por produzir produtos com qualidade ética e

respeito aos animais.
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