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VARIABILIDADE NA EXPRESSAO DA REATIVIDADE DE POTROS
BRASILEIRO DE HIPISMO NAO ASSOCIADA A POLIMORFISMO DO GENE
DBH

RESUMO - Em todos os esportes equestres € comum que 0S animais sejam
testados com grande variagdo de obstaculos, percursos e ambientes. Essas
dificuldades impostas nas provas equestres justificam o foco em um dos
aspectos mais importantes do temperamento dos cavalos: sua reatividade ou
comportamento de fuga ("flightness”). A reatividade dos potro pode ser
caracterizada pela aproximacao ou fuga de determinado estimulo. Este estudo
teve como objetivo verificar a existéncia da variabilidade na expressédo do
comportamento de um grupo de potros Brasileiro de Hipismo (BH) frente a
novo objeto e se existe alguma associacdo entre a reatividade dos animais
durante o teste do novo objeto e a presenca do polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) A758T do gene DBH. O teste
do novo objeto (feito com a utilizacdo de um guarda-chuva aberto) foi realizado
em 260 potros Brasileiro de Hipismo (BH) sem nenhum treinamento montado.
A avaliacdo da reatividade e rapidez de habituacdo foi feita por avaliacao
qualitativa do comportamento (QBA - Qualitative Behavior Analysis) durante o
teste de novo objeto. Foi possivel observar grande variabilidade fenotipica
entre os potros, sendo que os animais foram divididos em um grupo com altos
valores para as variaveis RELAXADO, FOCADO, CONFIANTE e
POSITVAMENTE CURIOSO e outro grupo de animais com altos valores para
PRECAVIDO, AGITADO, CONFUSO e DESESPERADO. Também foi
observado que os criatorios diferiram entre si quanto a adocdo de selecdo
direcional ou ndo para a reatividade dos animais. Apesar disso, a presenca de
animais que podem ser caracterizados como "patologicamente ansiosos",
evidencia a necessidade de maior atencdo por parte dos criatdérios nacionais
na selecdo de animais com menor reatividade. O nosso estudo evidenciou
também que a SNP A758T no gene DBH nado estava presente no subgrupo de
20 animais genotipados dentro da populacdo estudada. Esse subgrupo de 20
animais genotipados era ndo aparentado e possuia fenétipo representativo da
populacdo, portanto, desestimula pesquisas futuras com a SNP A758T na raca
BH.

Palavras-chave: cavalos, reatividade, variabilidade



VARIABILITY IN REACTIVITY EXPRESSION OF BRAZILIAN SPORT
HORSES AND ITS ASSOCIATION WITH DBH GENE POLYMORPHISM

Abstract - In all the equestrian sports it is common that the animals are tested
with a great variation of obstacles, courses and environments. These difficulties
imposed in the equestrian sports justify the focus in one of the aspects of a
horse's temperament: his reactivity or flight behavior (“flightiness”). The horse's
reactivity can be characterized by his approach or escape of determined
stimulus. This study aimed to verify the existence of behavior variability in
Brazilian Sport Horse fillies and colts and if there is any association between
that behavior and the presence of the DBH SNP A758T. In order to accomplish
this, we tested 260 Brazilian Sport Horse fillies and colts, without any mounted
training, in a novel object test using an umbrella. The horse’s reactivity and
habituation speed was analyzed through a QBA- Qualitative Behavior Analysis
during the novel object test. It was possible to observe a great phenotypic
variability between the animals and divide them in a group with high values for
the variables RELAXED, FOCUSED, CONFIDENT and POSITIVELY CURIOUS
and another group of animals with high values for CAUTIOUS, AGITATED,
CONFUSED and DESPAIRED. We also observed that the breeders differed
with respect to the adoption of a directional selection or not for the animals’
reactivity. In spite of this, the presence of animals that can be characterized as
"pathologically anxious", shows the need for a greater attention on the part of
national breeders in the selection of animals with less reactivity. Moreover, our
study also showed that SNP A758T in the DBH gene was not present in a
subgroup of 20 animals within the study population. This subgroup of 20
genotyped animals were unrelated and had a phenotype representative of the
population, therefore discourages future research with SNP A758T in Brazilian
Sport Horses.

Keywords: horses, reactivity, variability



1. Introducéao

1.1 Os equinos no Brasil e no mundo

O rebanho equino mundial € de quase 59 milhdes de animais, numero
este que se manteve relativamente estavel nas duas Ultimas décadas. O
continente americano concentra mais de 50% deste total (Figura 1), sendo que
desde do ano de 2000 o rebanho equino dos Estados Unidos da América
praticamente dobrou o tamanho e atualmente € o pais com o maior nimero de
animais (Figura 2) (FAO, 2016). Este crescimento se deu, muito
provavelmente, em fungcdo da mudanca de uso do cavalo, sendo observada a
substituicdo da sua utilizacdo como animal de trabalho para fungdes ligadas ao
lazer e esporte. Dados do continente europeu, no qual muitos paises possuem
rebanhos expressivos de equinos, sustentam essa constatacdo. Nesses paises
€ possivel observar correlacdo positiva entre os niveis de consumo e
educacional das familias e o nimero de cavalos per capita. Além disso, ha
correlacdo negativa entre a taxa de desempregados e o nimero de cavalos per
capita (LILJENSTOLPE, 2009).

Oceania) Africa
0.7 % 8.4 %
Europeﬂ
11.6 %
Asia
26.2 %
\ Americas
53.1%

Figura 1 — Distribuicdo do rebanho mundial de equinos nos cinco continentes
(FAO, 2016).
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Figura 2 - Evolugédo do rebanho equino de 1993 a 2014 nos cinco paises com

0 maior numero de animais (FAO, 2016).

A criacdo de equinos no mundo também é responsavel por significativa
movimentag&do financeira e por milhares de empregos. Somente no estado
americano de Kentucky os cavalos movimentam U$ 3 bilhdes anualmente e
empregam 13.000 trabalhadores (UK & KHC, 2013). Essa situacao se repete
em muitos paises europeus sendo que, no Reino Unido, por exemplo, sédo
estimados 200.000 empregos diretos e indiretos no setor e mercado
consumidor de 11 milhdes de pessoas (DEFRA, 2004).

No Brasil o agronegécio do cavalo movimenta anualmente R$ 7,5
bilhdes e é estimado que 640.000 pessoas estejam envolvidas com a atividade
(LIMA et al., 2006). Segundo esses autores o efetivo total da tropa no pais é de
aproximadamente 5.800.000 animais, sendo que cinco milhdes de equinos sao
utilizados na lida do gado ou no apoio as outras atividades agropecuarias e
cerca de 800 mil cavalos sado usados nas atividades de esporte e lazer. Esses
autores afirmam também que apesar de pequeno decréscimo no numero de
animais nas Ultimas duas décadas, a importancia do cavalo como animal de
esporte e lazer tem crescido e 0 numero de eventos organizados pela
Federacao Paulista de Hipismo (FPH), por exemplo, cresceu 315% entre 2001
e 2006.

Q
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1.2 O cavalo "warmblood" e raca Brasileiro de Hipismo (BH)

O termo "warmblood" foi inicialmente utilizado para cavalos fruto do
cruzamento entre pesados cavalos de tragdo ("coldbloods") e cavalos leves
("hotbloods”) das racas Arabes e Puro Sangue Inglés (PSI). No entanto,
atualmente esse termo € empregado para diversas racas de cavalos utilizadas
nos esportes hipicos. O primeiro livro de registro genealdgico ("Stud book™) de
raca "warmblood" € do cavalo Trakehner e data de 1732 (TRAKEHNERS,
2016).

Desde a idade média paises da Europa vém desenvolvendo algum tipo
de selecdo para a reproducdo de cavalos. Até a segunda guerra mundial havia
muito influéncia estatal neste processo e os objetivos eram primordialmente
militares. A partir das décadas de 1960 e 1970, com a diminuicdo do uso militar
do cavalo e o crescimento dos esportes equestres, houve maior interesse na

selecéo de "warmbloods" por parte de investidores privados (FN, 2014).

Atualmente as racas de cavalo do tipo "warmblood” de diversos paises
europeus possuem sofisticados programas de melhoramento genético
coordenadas por suas respectivas associacdes de criadores ou por suas
federagcbes equestres nacionais, que por sua vez trabalham sob a tutela da
WBFSH (World Breeding for Sport Horses). A WBFSH é a entidade
internacional responsavel pelo reconhecimento das associa¢des de cavalos de
esportes do mundo todo e que representa essas associacdes junto a FEI
(Fédération Equestre Internationale) (WBFSH, 2016). O Brasil possui a
ABCCBH (Associacao Brasileira de Criadores do Cavalo Brasileiro de Hipismo)
registrada junto a WBFSH, porém ainda ndo possui programa de
melhoramento genético bem estruturado. Contudo, j4 existem alguns esforcos
da ABCCBH como o mapa genético de garanhdes, os formularios de campo
para avaliacdo de matrizes e fontes estatisticas da raca (ABCCBH, 2016).

A raca BH teve seu inicio com a fundacdo ABCCH em 1977, cujo
objetivo foi criar e desenvolver raca de cavalos com aptidao para os esportes

hipicos (modalidades de salto, adestramento e concurso completo de equitacédo



ou CCE) (ABCCH, 2016). Atualmente, o cavalo BH tem sido bastante usado
também no policiamento, sendo que tanto o Exército Brasileiro como a Policia
do Estado de S&o Paulo fazem uso quase que exclusivo desta raca para suas
atividades.

Na formacao da raca BH foram utilizados cruzamentos entre garanhdes
importados ou nacionais, registrados em associagfes das chamadas racgas
formadoras e éguas base (SBBCH, 1999). As éguas base sédo fémeas, com ou
sem genealogia conhecida, que possuem caracteristicas morfolégicas e
funcionais para produzir animais dentro do padrédo racial do cavalo BH. No
entanto o livro de éguas-base se encontra fechado por tempo indeterminado.
S&o consideradas como racas formadoras do cavalo BH as seguintes racas:
Arabe, Anglo Arabe, Andaluz, Anglo European, American Saddlembred,
Americam Warmblood, Bavarian, Bayern, Hannoveriana, Hessen, Holsteiner,
Mecklenburg, Anglo Normando, Oldenburguer, Puro Sangue Ingles, Rheiland,
Sachsen-Anhalt, Sela Argentina, Sela Belga, Sela Dinamarquesa, Sela
Francesa, Sela Holandesa, Sela Irlandesa, Sela ltaliana, Sela Luxemburguase,
Sela Mexicana, Sela Norueguesa, Sela Polonesa, Sela Suica, Sela Sueca, Sela
Uruguaia, Trackener, Westfalen, Wurttenberg, Zanguersheide, Zwebrucken e
Friesian (SBBCH, 1999). Dentre essas racas formadoras as principais ragcas de
garanhdes foram PSI (20,9%), Hanoverana (16,1%), Westfalen (10,5%),
Holsteiner (9,6%) e Trakehner (8,2%), além de machos da propria raga BH com
contribuicdo de 8,7%. As principais racas de fémeas foram éguas base
(42,8%), PS1(10,8%) e éguas da propria raca BH (36,2%) (DIAS et al., 2000).

O Cavalo BH é o produto resultante de cruzamentos entre garanhdes
aprovados pelo Stud Book Brasileiro do Cavalo de Hipismo, com éguas de raca
formadora; entre garanhfes aprovados pelo Stud Book Brasileiro do Cavalo de
Hipismo, com égua inscritas no Stud Book Brasileiro do Cavalo de Hipismo na
categoria especial de “éguas bases” e entre garanhdes aprovados pelo Stud
Book Brasileiro do Cavalo de Hipismo com éguas BH. Além disso, o SBBCH
podera emitir parecer de importagdo para machos acima de trés anos de uma
das racas formadoras e utilizar esses garanhfes em cruzamentos, desde que

sejam aprovados como reprodutor em seu Stud Book de origem (SBBCH,



1999). Atualmente a ABCCH conta com aproximadamente 330 associados e
mais de 20 mil animais registrados, entre BHs e animais das racas formadoras
(ABCCH, 2016). O cavalo BH participou da conquista das medalhas de bronze
da Equipe Brasileira de Hipismo nas Olimpiadas de Atlanta, em 1996 e Sydney
em 2000, além das 3 medalhas de ouro e 1 medalha de prata por equipe em

Jogos Pan Americanos.

1.3. Temperamento nos equinos

Temperamento pode ser definido como um conjunto de tendéncias
comportamentais de um individuo, que permanecem relativamente estaveis ao
longo do tempo e em diferentes situacdes (LLOYD et al., 2007; BORSTEL et
al., 2011). O temperamento pode ser caracterizado por diferentes
componentes, tais como a atividade (caracterizado pela intensidade, vigor e
ritmo dos movimentos), a emotividade (caracterizado pelas emoc¢des negativas
e positivas), a sociabilidade (caracterizado pela preferéncia ou auséncia desta
do contato com outros individuos) e a reatividade (caracterizada pela
aproximacao ou fuga de determinado estimulo) (GOLDSMITH et al., 1987).

Dentre os componentes do temperamento do cavalo, a reatividade ou
comportamento de fuga ("fightness” ou "easy to spook") tem-se apresentado
como uma das caracteristicas mais importantes e estaveis (BORSTEL et al.,
2011). Por outro lado, a habituacdo frente a novos objetos também desperta
interesse, pois ha evidéncias de que o cavalo diminui as respostas evasivas
somente ao objeto para o qual foi treinado e ndo transfere essa diminuicdo de
reatividade para outros objetos no mesmo contexto (LEINER & FENDT, 2011).
Além disso, em estudos com pessoas diretamente envolvidas com 0 manejo
dos equinos, foi verificado que o bom temperamento dos animais é essencial
para desenvolvimento de suas atividades rotineiras (GRAF et al., 2013). Isto é
facilmente explicado pelo fato de que em todos os esportes equestres € comum
gue os animais sejam testados com grande variacdo de obstaculos, percursos
e ambientes. Dito isso, pode ser assumido que a baixa reatividade e a rapida
habituacédo a objetos desconhecidos sdo qualidades a serem selecionadas em

animais de esporte, lazer ou trabalho.



1.4. Temperamento no melhoramento genético dos equinos

A estrutura dos programas de melhoramento genético dos paises
europeus € baseada em estatisticas do desempenho competitivo dos cavalos e
desempenho dos cavalos em testes de cavalos novos, onde ocorrem avaliagao
da conformacéo, saude e temperamento dos animais (STOCK, 2013).

A avaliagdo do temperamento em testes de cavalos novos tem o
beneficio de diminuir o intervalo de geracbes para a selecdo desta
caracteristica. O intervalo de geracdes pode ser definido como a média da
idade dos pais quando sua progénie nasce. Além disso, o0 treinamento de
hipismo tem como um dos seus principais objetivos habituar os animais aos
diferentes testes a que é submetido nas provas hipicas. A medida que uma
populacdo de potros é treinada, a tendéncia é que sua reatividade diminua e o
efeito do treinamento sobre seu fendtipo aumente. No entanto, dependendo
das técnicas de treinamento utilizadas, os resultados de diminuicdo da
reatividade obtidos podem variar consideravelmente. Podemos citar como
exemplo disso, estudos que verificaram que técnicas que utilizam métodos
graduais para acostumar os cavalos a objetos novos conseguem maior
diminuicédo de reatividade do que técnicas que introduzem os cavalos a objetos
novos de forma mais repentina (CHRISTENSEN; RUNDGRNEN; OLSSON,
2006). Assim sendo, a avaliacdo da reatividade em cavalos novos realizada
nos programas de melhoramento genético dos paises europeus nos parece o
método mais indicado, caso contrario, o risco de avaliar a eficacia do
treinamento & que os animais foram submetidos, ao invés de avaliarmos o
mérito genético desses animais seria muito grande.

A reatividade dos animais, assim como a maior parte das caracteristicas
de interesse zootécnico, possui distribuicdo continua. As caracteristicas de
distribuicdo continua, podem sofrer trés processos distintos de selecao
(DIMECH, 2011); o primeiro processo € a selecdo estabilizadora onde os
valores intermediarios da caracteristica sao favorecidos e a populagéo tende a
manter aquela caracteristica estavel ao longo do tempo (Figura 3); o segundo
processo é a selecdo direcional onde um dos valores extremos é favorecido e a
populagdo tende a mudar aquela caracteristica neste sentido (Figura 4) e o

terceiro processo € a selecdo disruptiva onde ambos 0s extremos S&o



favorecidos e ocorre aumento da diversidade genética dentro da populacdo
(Figura 5).

Nao foram identificados estudos na literatura que abordassem a
distribuicdo populacional para o temperamento de potros. Sabe-se que na
Europa os testes de cavalos novos procuram favorecer animais menos reativos
e mais calmos, no entanto, essa € apenas uma das caracteristicas levadas em
consideracdo nos programas de melhoramento genético. E oObvio que
caracteristicas ligadas diretamente ao desempenho, como por exemplo, a
qualidade dos andamentos ou do salto sob obsticulos, tenham mais peso na
selecdo dos animais. No Brasil, como atualmente ndo ocorre avaliacdo de
temperamento dos animais para aprovacédo de matrizes ou garanhdes do BH a

falta de informacdes € ainda maior.

Nimero de
individuos

Distribuicdo normal Selecao estabilizadora
Figura 3 - Exemplo de selecdo estabilizadora sob a distribuicdo normal
(adaptado de DIMECH, 2011)
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Figura 4 - Exemplo de selecéo direcional sob a distribuicdo normal (adaptado
de DIMECH, 2011)

Nimerode % 4 1
individuos
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Distribuicdo normal Selecéo favorecendo Curva normal
0s extremos alterada

Figura 5 - Exemplo de selecéo disruptiva sob a distribuicdo normal (adaptado
de DIMECH, 2011)

1.5. Associagao entre temperamento e marcadores moleculares

As caracteristicas com variacdo fenotipica de carater continuo sao
determinadas por muitos genes. O termo "Quantative Trait Loci - QTL" se
refere a regibes do DNA responsaveis por determinada caracteristica de
interesse. Uma das formas de identificacdo dos QTL é através de "Genome
Wide Associaton Studies - GWAS", que sao estudos em que ocorre varredura
completa do genoma através do uso de painéis de SNPs ("Single Nucleotide

Polymorphisms"). SNP ou polimorfismos de nucleotideo Unico é uma variacao



na sequéncia de DNA, presente em ao menos 1% da populagéo, que afeta
somente um nucleotideo, cuja alteracdo pode ser a substituicdo, inser¢cdo ou
delecdo de um nucleotideo. Os estudos de GWAS permitem estimar a
associacdo entre os SNPs contidos no painel e determinado fendtipo.
Recentemente foi realizado o primeiro GWAS para temperamento de cavalos e
foi verificado a existéncia de alguns QTL (STAIGER; ALBRIGHT; BROOKS,
2016). Nesse estudo, foram encontrados diferentes QTL para animais
classificados em mais ou menos ansiosos, com maior ou menor facilidade de
manejo (reunido de caracteristicas como docilidade, reatividade e submisséo

ao treinamento) e mais ou menos agressivos em relacdo a outros animais.

No entanto, os estudos de GWAS ndo sdo capazes de identificar os
genes responsaveis pela expressao fenotipica. Apés a identificacdo dos QTL é
necessario entdo que se conduzam novos estudos para identificar os genes e
os polimorfismos cuja funcdo bioldgica possua relacdo de causa com o
fendtipo. A localizacdo do gene candidato € importante pois a proximidade de
regides no genoma esta intimamente relacionada ao conceito de desequilibrio
de ligacdo génica, que € a associacao nao aleatéria de alelos em dois ou mais
loci. Quanto mais proximos sdo dois loci maior é seu desequilibrio de ligagéo,
pois menor sera sua taxa de recombinacao genética. A recombinacao genética,
ou "crossing over', € a troca de genes entre dois cromossomos e que
juntamente com a mutacdo, sdo os grandes responsaveis pela variabilidade
genética nas populagdes. Assim sendo, se 0 gene candidato esta localizado
dentro do QTL ou préximo a ele, a possibilidade de ele estar influenciando
determinada caracteristica fenotipica € aumentada.

Como mencionado, o primeiro GWAS para temperamento de equinos so
foi realizado recentemente (STAIGER; ALBRIGHT; BROOKS, 2016) e até
entdo os estudos de genes candidatos relacionados ao tema foram baseados
exclusivamente na funcéo bioldégica dos genes. Assim, foram realizados alguns
estudos de genes candidatos para temperamento dos cavalos em genes
envolvidos com o0 metabolismo da serotonina e da dopamina, ambos
neurotransmissores.

O gene SLC6A4 (“solute carrier family 6 member 4”), que codifica

proteina transportadora de serotonina, , apesar de associado a "evitacdo de
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perigo" ("harm avoidance") em humanos, ndo foi associado a "ansiedade" em
cavalos PSI (MOMOZAWA et al, 2006). Esse estudo comparou o
comportamento de 67 cavalos avaliados através de questionarios, aplicados
aos seus respectivos tratadores e determinou sua "ansiedade" através de
caracteristicas como excitabilidade, timidez, vigilancia e inconsisténcia
emocional. O gene SLC6A4 foi estudado também em cavalos da raca
Mangalarga, no entanto, suas frequéncias alélica e genotipica desestimularam
pesquisas de associacao tanto para o gene SLC6A4, como para outro receptor
de serotonina, o gene HTR1A (“5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A, G
protein-coupled”) (ARNEIRO, 2011).

O gene DRDA4 (“dopamine receptor D4”), que codifica proteina receptora
da dopamina, ja foi amplamente estudado na espécie humana e existem fortes
evidéncia de associacao entre polimorfismos no gene DRD4 e o transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade (BECKER et al., 2010, YILMAZ et al., 2012).
Ja foi verificado também associacdo de polimorfismos do DRD4 com diversos
outros transtornos psiquiatricos (AGUIRRE et al., 2007, PTACEK; KUZELOVA;
STEFANO, 2011). Na espécie equina, evidéncias da associacdo da SNP
G292A do gene DRD4 com "vigilancia e curiosidade" do cavalo foram
encontradas no Japdo (MOMOZAWA et al., 2005). Esse estudo utilizou 136
animais ja& domados, sendo o comportamento avaliado via questionario com
pessoas proximas aos animais. Este mesmo SNP do gene DRD4 foi estudada
em diferentes racas de cavalos e as frequéncias dos alelos em cada raca foi
significativamente diferente, 0 que pode explicar parte do temperamento
caracteristico de cada uma dessas racas (HORI et al., 2013). Existem também
evidéncias de que este mesmo SNP do gene DRD4 esta relacionado com a
frequéncia de comportamentos estereotipados ligados a "frustragéo” de cavalos
mantidos em cocheiras, tais como a sindrome do urso e a aerofagia
(NINOMIYA et al., 2013). Aléem disso, ja foi verificado que o gene DRDA4
influencia o comportamento de outras espécies animais, como caes (HEJJAS
etal., 2009; WAN et al., 2013) e bovinos (GLENSKE et al., 2011).

O interesse no gene DBH (“dopamine beta-hydroxylase”) no presente
estudo é justificado por ele também estar relacionado ao transporte da
dopamina. Além disso, 0 gene DBH esta localizado relativamente préxima a

QTL para temperamento de cavalos, o que pode resultar em desequilibrio de
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ligacdo entre o QTL e o gene DBH. O gene DBH ja foi estudado em cées, onde
foram avaliadas quatro diferentes racas através de questionario adaptado de
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade para humanos (HEJJAS et al.,
2007). Nesse estudo, foi encontrada associacao entre polimorfismo do gene
DBH e o nivel de atencdo dos cdes dessas racas. Na espécie equina foi
identificado a SNP A758T no gene DBH na raca PSI (MOMOWASA et al.,
2005). Este SNP provoca alteracdo da proteina produzida, no entanto, ainda
nao foi estudada a associacao entre este SNP e o temperamento dos equinos.
Como mencionado anteriormente, o BH tem em sua origem grande "pool"
genético representado por mais de uma dezena de racas equinas, inclusive o
PSL. No entanto, ndo foram encontrados estudos na literatura sobre a
existéncia do SNP A758T nas racas equinas do tipo "warmblood", isto €, racas
equinas usadas nos esportes equestres olimpicos, que no caso do Brasil é

representada pela raca BH.

1.6. Objetivos

Esse estudo teve como objetivos:

- Verificar a existéncia da variabilidade na expressdo da reatividade de potros
BH submetidos ao teste de novo objeto;

- Verificar se existe variabilidade genética na amostra de potros avaliados na
posicdo do SNP A758T no gene DBH.

2. Material e métodos

2.1. Animais e locais de estudo

Foram utilizados 259 equinos da raca BH, todos sem doma, criados em
condicbes de pasto e com idades variando de um a trés anos. Estes animais

pertenciam aos planteis do Polo Regional Alta Mogiana (Colina/SP), do Haras
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ltapud (Arandu/SP) e da Coudelaria do Rincdo (S&o Borja/RS), onde foram

realizadas as avaliacdes.

2.2. Analise comportamental

A avaliacdo da reatividade e rapidez de habituacdo foi feita de acordo
com teste comportamental a um objeto desconhecido (feito com um guarda-
chuva), adaptado de diversas pesquisas realizadas sobre este tema
(BORSTEL et al., 2011; LEINER & FENDT, 2011; MUNSTERS et al., 2013;
VISSER et al., 2001). O teste foi realizado em cercados de forma retangular
(aproximadamente 15m X 10m), ao qual os animais ndo estavam habituados.
O teste foi realizado com cada cavalo individualmente, sendo que 0s outros
animais ficavam em outro recinto e ndo tinham contato visual com o cavalo que

estava sendo testado.

Cada cavalo foi solto no cercado com o guarda-chuva aberto ja fixado na
cerca do cercado, a altura de 1 metro do chdo. Foi dado 1 minuto para sua
acomodacdo sem a presenca de humanos dentro do cercado (tempo
semelhante ao usado nas provas equestres). Apds esse primeiro minuto o
condutor entrou andando no cercado e ficou posicionado préximo ao centro
deste portando chicote de guia padrao (Figura 6). O objetivo do condutor era
fazer o animal permanecer em trote médio junto a cerca do cercado realizando
voltas sem parar por dois minutos (1 minuto no sentido horario e 1 minuto no
sentido anti-horario). O trote do cavalo é caracterizado como andamento de
rapidez moderada onde os membros diagonais se movimentam de forma
associada. Para manter o animal no trote, o condutor realizava movimentos
leves e padronizados com o chicote de guia em direcdo a garupa do cavalo,
sem que, no entanto, houvesse contato do chicote com o corpo do cavalo para

evitar estressar o animal.

Para quantificar a reatividade e a rapidez de habituacdo ao novo objeto o
animal foi submetido a avaliacdo qualitativa do comportamento (QBA-
Qualitative Behavior Assessment), método com boa aceitacdo como aferidor do
temperamento em cavalos (NAPOLITANO et al., 2008, FLEMING et al., 2013,
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DIUGAN; POPESCU; SPINU, 2014), bem como em outras espécies de animais
domésticos (RUTHERFORD; DONALD; LAWRENCE, 2012, SANTANNA &
PARANHOS DA COSTA, 2013; STOCKMAN et al., 2014). O QBA foi analisado
durante os 2 minutos de exercicio no cercado de cada cavalo e registrado na
planilha de controle ao final desses 2 minutos de exercicios, sempre pela

mesma pessoa (observador posicionado do lado de fora do cercado).

Cerca do cercado Guarda-chuve

37

Figura 6 - Diagrama do cercado onde foi realizado o teste do novo objeto, com

caracterizacao do posicionamento do guarda-chuva e do condutor.

As definicbes dos termos usados no QBA encontram-se descritas na
Tabela 1, os quais foram adaptadas de artigos que tratam da reatividade de
cavalos (VISSER et al., 2003; NAPOLITANO et al., 2008). A avaliacdo de cada
termo do QBA foi feita em escala anal6gica de 100mm, aonde o valor minimo
(Omm) representa a ndo ocorréncia do comportamento e o valor maximo
(100mm) esta relacionado a manifestacao intensa do comportamento descrito.
A distancia minima que o cavalo mantém do guarda-chuva nao foi auferida de
modo obijetivo, pois julgamos que muitos outros fatores de dificil controle
podem intervir nesta variavel, como a habilidade momentanea do condutor em

antecipar os movimentos do animal e a localizagéo do restante da tropa.
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Tabela 1 - Definicdes das categorias de comportamento dos equinos utilizadas

na aplicacdo da avaliacdo qualitativa do comportamento (QBA),

com

caracterizacdo as situagcbes em que 0S comportamentos resultaram em

pontuacdes minimas e maximas para cada um dos termos avaliados.

Termo Definicdo Minimo Méaximo
Relaxado Relacionado a tensao muscular | Animal apresenta pescoco Animal apresenta pescoco
(RELAX) do pescoco, a altura da cabega | tenso, cabeca alta e bufa sem tensdo aparente,
e arespiracio intensa e mais de uma vez. cabeca baixa e ndo bufa.
barulhenta (bufar).
Focado Relacionado ao foco nos Animal nao foca no Foca no condutor,
(FOCAD) comandos do condutor, condutor, mas sim em outros | pemanecendo com a
posicionando pescogo e objetos ou pessoas; a cabeca e pescoc¢o voltados
cabeca levemente voltados cabeca e 0 pescogo ndo para o interior do cercado
para o interior do cercado. ficam voltados para o interior | durante todo o tempo.
do cercado.
Confiante Relacionado a aceitacdo com Animal apresenta reacéo Animal ndo apresenta
(CONFI) naturalidade a situagdo de exagerada a tudo, demasiada reagdo a nada

manejo ao qual estd sendo
submetido.

prejudicando o correto
desenrolar das duas séries
de exercicio.

e realiza com naturalidade
as duas séries de
exercicios.

Positivamente

Relacionado ao desejo

Animal ndo se aproxima de

Animal se aproxima e

curioso exploratério do animal, em que | nada que represente cheira uma ou mais
(POS.CUR) se dirige as potenciais ameaca potencial. ameacgas potenciais.
ameacas (objeto novo ou
outras ameacas) com o intuito
de investiga-las sem
demonstrar medo.
Precavido Relacionado a apresentacédo de | Animal ndo apresenta Animal apresenta
(PRECAV) comportamento de fuga ou comportamento de fuga ou comportamento exagerado
esquiva em relagdo a algo ou esquiva. de fuga ou esquiva (de
alguém. grande intensidade ou
muito frequente).
Agitado Relacionado a intensidade da Animal apresenta baixa Animal apresenta
(AGIT) movimentagdo de cabeca e intensidade de movimentagdo intensa de
pescoco e amanutencdo do movimentacao de cabega e cabeca e pescoco. Além
ritmo do trote. pescoco. Além disso, disso, acelera
mantém-se no trote médio abruptamente o ritmo de
durante todo o tempo de trote ou 'quica no lugar' por
exercicio e ndo 'quica no mais de uma vez.
lugar' (interrupgdes rapidas e
abruptas no ritmo).
Desesperado Relacionado ao respeito a Animal respeita a cerca e Animal fica procurando
(DESESP) cerca de contenc¢édo do nao tente ultrapasséa-a. desesperadamente uma
cercado. saida do redondel.
Confuso Relacionado ao instinto Cavalo nao fica procurando Cavalo fica constantemente
(CONFU) gregario dos cavalos, pela tropa e ndo emite procurando pela tropa e

demonstrado através da
procura pela tropa e emiss&o
de vocalizagéo.

vocalizagdo.

emitindo vocalizagBes.
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2.3. Anédlise laboratorial do gene DBH

Foram coletadas amostras do pelo da crina (junto com o bulbo capilar)
tomadas na regiao da cernelha de subamostrada de 20 potros ndo aparentados
e com fendtipo representativo da amostra avaliada neste estudo. Nos casos em
gue o0 potro estivesse tosado, foram coletados os pelos da cauda

alternativamente.

As extracOes de DNA das amostras de pelo coletadas foram realizadas a
partir da metodologia descrita por Lima (2003). Cerca de 40 foliculos/animal
foram depositados em tubo de microcentrifuga (1,5 mL) e centrifugados
rapidamente. Em seguida, foram adicionados 500 uL de solucdo TE-Tween
(Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20) em cada amostra, seguindo a
incubacdo a 65°C por 90 minutos com agitagdo periddica; apos esse periodo,
foram adicionados 2 uL de proteinase K/tubo (600 pg/uL), seguido de
incubacdo a 55°C por 6 horas com agitacéo periédica; e em seguida incubacéo
a 37°C por 16 horas.

ApoOs esses procedimentos, foi adicionado 1 volume de PCI (Fenol-
Cloroférmio-Alcool Isoamilico) para 1 volume de amostra, agitando-se
vigorosamente o0s tubos por 10 segundos em agitador automatico.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm

a 23 °C e o sobrenadante foi transferido para novo tubo.

O volume final dessa fase (de aproximadamente 300 uL) foi utilizado
para fazer a precipitacdo do DNA com uso de 1/10 do volume da amostra de
acetato de sodio 0,3 M (aproximadamente 30 pulL) e etanol absoluto gelado
(aproximadamente 1 mL). Apds misturar por inversdo, os tubos foram
colocados no freezer — 80°C por 1 hora. Em seguida foi realizada nova com
centrifugacdo a 4°C por 25 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o DNA remanescente foi completamente seco em temperatura

ambiente, e em seguida armazenado em 100 puL de TE (10:1).

As amostras de DNA gendmico tiveram a regido do gene DBH onde a
SNP A758T esta localizada amplificada por PCR (Reacdo em Cadeia de

Polimerase) (Figura 7). Foram utilizados os primers descritos por Momowasa et
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al. (2005). As reac0Oes foram preparadas com volume final de 50 uL, contendo
150 ng de DNA genbmico, 2,5 uL de cada primer, 5 uL de PCR buffer, 3 uL
MgClz, 5 uL de dNTPs e 0,5 uL de Tag DNA polimerase. Apos desnaturacao
inicial a 94°C por 2 minutos, a amplificacao foi realizada em 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 64°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. A extensao final

foi conduzida a 72°C por 7 minutos.

661 aggagaccac ctattggtgc tacattactg agcttcccga cggcttcccc cggcaccata

721 tcgtcatoi R o0 ocaacgflogc cctggtgcac cacatggagg

781 tcttccagtg cgccgccgag ttcgagagct tcccccagtt caacggaccc tgcgactcca

841 agatgaagcc cagccgectiECEECEUCCIREEEEEEeE - cgccgcctgyg gecctgggeg

901 ccaaggcctt ttactaccca gaggaagctg gccttgcttt cgggggtgcc gggtcctcca

Figura 7 - Regido do gene DBH amplificada por PCR (primer foward, primer

reverse e posi¢cao da SNP em destaque ).

Os produtos de PCR resultantes das 20 amostras foram colocados em
gel de agarose a 0,5% e passaram por eletroforese para a verificacdo do
tamanho dos fragmentos amplificados. Todas as etapas laboratoriais descritas
acima foram feitas no Laboratério de Genética Molecular do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de
Jaboticabal, UNESP.

Os produtos purificados do PCR foram analisados por meio da técnica
de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs) em sequenciador
automatico ABI 3730 XL do CREBIO (Centro de Recursos Bioldgicos) da
mesma faculdade. As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa
CodonCode Aligner, disponivel no site

http://www.codoncode.com/aligner/download. htm.

2.4. Analise dos dados

Foi utilizado o método estatistico multivariado de carater exploratorio
denominado analise de fatores. A analise de fatores é ferramenta puramente

descritiva, cujo objetivo € condensar a informacdo contida em determinado
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ndmero de varidveis originais em conjunto menor denominado de fatores
(FERRAUDO, 2014).

Os fatores sdo combinacdes lineares das varidveis originais e sao
representados por autovalores que representam a proporcdo da variancia dos
dados retida por cada fator. Além disso, a analise de fatores produz, através do
método dos componentes principais a carga dos fatores. A carga dos fatores &
a correlacdo entre as variaveis originais, que neste estudo séo representadas
pelos adjetivos utilizados no QBA e o fator. Foi utilizado o software Statistica
(Statsoft, versdo 7) para a aplicacdo do método.

Utilizamos o procedimento PROC FREQ para fazer a andlise da
distribuicdo da frequéncia populacional do fator 1, que foi considerado como
sendo o indice de reatividade dos animais, ja que retém a maior proporcéo da
variancia dos dados analisados. Posteriormente, foi verificado a normalidade
da distribuicdo dos dados do fator 1 pelo procedimento PROC UNIVARIATE.
Ambos procedimentos foram feitos no pacote estatistico SAS (SAS 9.3, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Além disso, analisamos através do Teste de Qui-
Quadrado se o fator 1 se distribui igualmente entre potros machos e fémeas e
entre as trés diferentes fazendas de criacdo para identificar o tipo de selecao

utilizada nestes criatorios.

3. Resultados e Discusséao

3.1. Analise de fatores

O fator 1 foi responsavel por 58,84% da variancia e por isso foi
considerado como sendo a melhor medida do fenétipo dos animais, logo
passou a ser usado como o indice de reatividade dos animais no presente
estudo. O fator 2 ndo foi analisado com maior profundidade por ser responsavel
por apenas 12,89% da variancia fenotipica. Na Figura 8 é possivel observar a
nitida divisdo dos animais em dois grupos: um grupo com 0s animais com altos
valores para as variaveis RELAX, FOCAD, CONFI e POS.CUR e no outro
grupo de animais com altos valores para PRECAV, AGIT, CONF e DESESP. A
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importancia relativa de cada variavel original para o fator 1 e fator 2 é
apresentada na Tabela 2, que exibe as cargas dos fatores. No fator 1, as
cargas dos fatores positivas para RELAX, FOCAD, CONFIl e POS.CUR e
negativas para PRECAV, AGIT, CONF e DESESP demonstram com clareza o
carater antagdnico dos adjetivos usados no QBA. Além disso, confirmam o
valor do fator 1 como bom aferidor da variacdo comportamental dos animais e
sua divisdo em dois grupos bem distintos.

Tabela 2 - Cargas dos fatores das variaveis originais para o fator 1 e fator 2.

VARIAVEIS

ORIGINAIS Fator 1 Fator 2
RELAX 0,900904 0,018918
FOCAD 0,810084 -0,123792
CONFI 0,885656 -0,309145
POS. CUR 0,696240 -0,465863
PRECAV -0,800932 0,216171
AGIT -0,587371 -0,567122
DESESP -0,771660 -0,255826
CONFU -0,623728 -0,519464
% Variancia total 0,588499 0,128991

Resultados semelhantes foram encontrados em cavalos analisados por
QBA durante as inspecdes veterinarias em provas de enduro (FLEMING et al.,
2013). Nesse estudo foi observado que 43% da variancia pode ser explicado
por um unico componente principal que diferenciava os animais em um grupo
"calmo, contente e relaxado" e outro grupo "agitado, bravio e incomodado".
Propor¢cbes ainda maiores da variancia explicada por um unico componente
principal foram encontradas em estudos de temperamento de cavalos
avaliados por QBA para avaliar seu comportamento quando expostos a
ambiente desconhecido (NAPOLITANO et al., 2008). Esses autores explicaram
60% da variancia dividindo os animais em um grupo denominado "calmo" e
outro "nervoso". Existem também comparacdes entre diferentes racas de
cavalos, onde oito racas foram analisadas para diversos componentes de
personalidade dos animais (LLOYD et al.,, 2008). Neste estudo os termos
ansiedade e excitabilidade apresentaram a maior variabilidade entre todos os

componentes de personalidade avaliados, sendo que o autor utilizou os
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adjetivos tenso, inseguro, medroso, agitado e apreensivo para caracterizar
esses dois componentes da personalidade dos cavalos. Além disso, o fato de
gue 0s animais cuja personalidade reinem caracteristicas como excesso de
ansiedade e excitabilidade geralmente apresentarem maior reatividade quando
submetidos a testes de novo objeto ja foi verificada em estudo anterior (IJICHI
etal., 2013).

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2
0.3

PRECAV

0.2 ?

0.1

RELAX

0.0 °
g
S o1 FOCAD
N o
o~
5 0.2
8 DESESP
£ ° CONFI

-0.3 [}

0.4

POS.CUR
o
0.5 CONFU
AGIT
o
0.6
1.0 -0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Factor 1 (58.85%)

Figura 8 - Projecéo espacial das variaveis originais do QBA no fator 1 e fator 2.
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3.2. Analise da distribuicdo amostral do fator 1

Quando analisamos a distribuicdo amostral do fator 1 para a populagéao
total estudada, verificamos que esta ocorrendo selecéo direcional no sentido de

produzirmos animais menos reativos (Figura 9).

50-

30;
20;
B
-22 -1.8 -1.4 -1.0 -0.6 -0.2 0.2 0.6 10 14

Indices de reatividade (fator 1)

Frequéncia

Figura 9 - Distribuicdo dos valores do indice de reatividade (definido pelo fator

1 da analise de fatores) para a amostra de potros estudada.

Foi constatado, através do Teste do Qui-Quadrado (Tabela 3), que o
sexo nao influenciou os resultados obtidos para o fator 1. Isto pode ser
confirmado ao constatarmos a semelhanca da distribuicdo amostral por sexo

dos animais (Figura 10).
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Tabela 3 - Resultado do Teste do Qui-Quadrado (p=0,71) para proporcdes de

animais machos e fémeas e proporcdes de animais com fator 1 positivo e

negativo.

Fémeas

Machos Total

Frequéncias
observadas de
animais com fator
1 positivo

Frequéncias
esperadas de
animais com fator
1 positivo

71

72,452

68 139

66,548

Frequéncias
observadas de
animais com fator
1 negativo

Frequéncias
esperadas de
animais com fator
1 negativo

64

62,548

56 120

57,452

259
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Frequéncia

301
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Indices de reatividade (fator 1)

Figura 10 — Distribuicdo dos valores do indice de reatividade (definido pelo fator
1 da analise de fatores) em funcdo do sexo dos potros (F = fémeas e M =

machos).

De acordo com a carga dos fatores do fator 1 quanto maior o indice de
reatividade menor é a reatividade do animal, jA que os atributos ligados a baixa
reatividade tiveram sinal positivo. Dito isso, foi identificado que 36,15% dos
animais apresentaram indice de reatividade abaixo de -0,30. O valor de -0,30
para o indice de reatividade adotado aqui foi subjetivamente considerado por
nés como um patamar no qual o nivel de estresse que provocamos aos
animais através do treinamento hipico seria talvez de magnitude
demasiadamente grande para o bem-estar desses animais. Isto €, levantamos
a hipétese de que animais muito reativos sdo submetidos a estresse altissimo
com o treinamento e as competi¢cdes hipicas. Submeter esses animais a esse
estresse tem implicacfes éticas que precisam serem analisadas com mais
atencdo pela sociedade. Nao foram encontrados estudos na literatura que
definissem esse patamar e acreditamos que este possa ser campo fértil para
novos estudos de bem-estar dos equinos.

Estudos futuros poderao definir um patamar adequado para o indice de

reatividade minimo aceitavel sem que ocorra descarte inapropiado de cavalos
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aptos ao esporte. Além disso, a ado¢gdo de um patamar minimo aceitavel para
o indice de reatividade pela ABCCBH para o registro de animais pode contribuir
para a melhoria da personalidade da raga como um todo.

Neste estudo, foi considerado de forma igualmente subjetiva que os
animais com indice de reatividade abaixo de -1.3 tem boas possibilidade de
serem classificados como "patologicamente ansiosos” (13,85% dos animais do
estudo). O animal "patologicamente ansioso" pode ser definido como aquele
gque tem reacfes exageradas e incompativeis com o contexto e que carecem
de valor adaptativo para a espécie (OHL; ARNDT; STAAY, 2008). Esse tipo de
reacao € verificado em animais selvagens, animais domésticos e humanos e
possui causas ainda nao esclarecidas, mas que provavelmente tem sua origem
tanto em fatores genéticos como ambientais. Animais desse tipo sdo um risco a
si préprios e as pessoas envolvidas com seu manejo e a ndo utilizagdo de
animais "patologicamente ansiosos" em provas hipicas certamente contribuiria
para a diminuicdo de acidentes equestres. E oportuno mencionar que nos
testes pilotos desse estudo houve situacao de risco extremo a um animal, onde
este individuo entrou em total desespero durante a conducdo da seérie de
exercicio e tentou saltar a cerca de contencdo do cercado, o que fortuitamente
ndo teve consequéncias mais sérias, mas poderia ter ocasionado acidente
grave.

Como esperado, o resultado do procedimento PROC UNIVARIATE
acusou a falta de normalidade dos dados da amostra. No entanto, foi realizado
o procedimento PROC UNIVARIATE nos diferentes criatérios e observamos
que em pelo menos uma das fazendas, o Haras Itapua, os dados do fator 1
apresentam distribuicdo normal. Essa diferenca entre os criatérios ficou
evidenciada ao realizar o Teste de Qui-Quadrado por fazenda (Tabela 4).
Observamos que as trés fazendas estdo produzindo produtos que diferem
entre si quanto a probabilidade de apresentarem valores positivos ou negativos

para o fator 1.

Tabela 4 - Resultado do Teste do Qui-Quadrado (p=0,012) para proporcdes de
animais de cada fazenda e propor¢cdes de animais com fator 1 positivo e

negativo.
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Rincéo Colina ltapud Total

Frequéncias 89 43 7 139
observadas de

animais com

fator 1 positivo

Frequéncias 88,552 37,031 13,0417
esperadas de

animais com

fator 1 positivo

Frequéncias 76 26 18 120
observadas de

animais com

fator 1 negativo

Frequéncias 76,448 31,969 11,583
esperadas de

animais com

fator 1 negativo

259

A fazenda de Colina (Figura 11) e a Coudelaria do Rincédo (Figura 12)
estdo selecionando para potros com indice de reatividade positivo, enquanto
gue o Haras Itapud (Figura 13) ndo parece estar selecionando para a

reatividade dos animais.
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Figura 11 - Distribuicdo dos valores do indice de reatividade (definido pelo fator

1 da analise de fatores) para a amostra de potros estudada em Colina\SP.

Frequéncia

401

Indice de reatividade (fator 1)

Figura 12 - Distribuicdo dos valores do indice de reatividade (definido pelo fator
1 da analise de fatores) para a amostra de potros estudada na Coudelaria do
Rinc&ao/SP.
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Figura 13 - Distribuicdo dos valores do indice de reatividade (definido pelo fator
1 da analise de fatores) para a amostra de potros estudada no Haras Itapud em
Arandu\SP.

A distribuicdo normal presente no Haras Itapud para o indice de
reatividade provavelmente é decorrente da prépria origem genética das racas
"warmbloods", jA que as racas "coldbloods" costumam ser mais linfaticas e
menos reativas, enquanto as ragas "hotbloods" tendem a serem mais agitadas
e reativas. Apesar da herdabilidade da reatividade em cavalos ser considerada
baixa (0,17), foi encontrado componente genético para este componente do
temperamento (ROTHMANN et al., 2014). A modificagdo do formato da curva
de distribuicdo nas outras duas fazendas analisadas neste estudo sugere a
eficacia da selecdo para reatividade nos equinos. O fato de ainda estarmos
com elevado porcentual de animais altamente reativos provavelmente se
justifica pela simples falta de programas de melhoramento genético bem
estruturados e com objetivos de longo prazo bem definidos nos criatorios

estudados ou na raga BH em geral.

No entanto, existe também a questdo que ao produzirmos animais mais
calmos possamos estar produzindo animais com pior desempenho atlético, ou
seja, pode haver alguma correlacdo negativa entre o indice de reatividade e
qualidade do salto, por exemplo. Isto justificaria a selegcdo néo direcional

atualmente em curso no Haras ltapua. Os "hotbloods"” sdo geralmente mais
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agitados, reativos e geralmente mais leves em termos de peso corporal. A
nocdo de que esses animais S40 mais respeitosos com as varas, isto é,
procuram ndo cometer tantas faltas ao saltarem os obstaculos de um percurso,
encontra muitos adeptos entre criadores e cavaleiros. Contudo, é certo que a
necessidade de produzir um animal com esses atributos encontrara seu limite
na necessidade de produzir cavalos de temperamento calmo e boa poténcia
muscular, caracteristicas dos "coldbloods". Além disso, esse tipo de correlacao
negativa entre reatividade e performance dos animais geralmente ndo €
confirmada por estudos na espécie equina (BORSTEL et al., 2013).

Outro fator a ser considerado é a alta plasticidade fenotipica presente
em algumas espécies de animais, onde um individuo muda seu fenoétipo de
acordo com as variacbes ambientais. Esta € uma resposta alternativa as
variacoes ambientais frequentes (RUEFFLER at al., 2006). Isto provavelmente
esta relacionado a um histérico de flutuacbes na direcdo e\ou intensidade da
pressao da selecao sofrida por uma populacdo, onde os animais acabam por
desenvolver diferentes estratégias comportamentais para sobreviverem
(DINGEMANSE & REALE, 2005). Na espécie equina, isto pode ser
exemplificado ao identificarmos individuos bastante reativos em um primeiro
momento, porém de rapida habituacdo aos objetos desconhecidos, isto €,
mudam seu fenétipo de acordo com as circunstancias a que sao submetidos ao
longo de sua vida. Diferentes personalidades de cavalos podem ter reatividade
bastante diferente em um primeiro momento, mas que podem ser igualmente
satisfatorias depois de algum treinamento hipico. Esta caracteristica permite o
uso com sucesso de animais mais reativos nos esportes equestres, porém que
ficam menos reativos com o avancar da idade e do treinamento. A plasticidade
fenotipica evidencia a necessidade da adocdo cuidadosa do indice de
reatividade, pois ele deve ser sensivel o suficiente para captar os diferentes
mecanismos adotados pelos cavalos ao passarem por situacdes de estresse e

evitarmos o descarte de animais desnecessariamente.
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3.3. Analise da variabilidade do polimorfismo do gene DBH

A amplificacdo por PCR do fragmento do gene DBH foi realizado com
sucesso e foi possivel a genotipagem das 20 amostras (Figura 14). Os
fragmentos na lateral esquerda do gel sdo o marcador molecular de 1000 pb,
utilizado para auxiliar na identificagdo aproximada do tamanho do fragmento de
DNA amplificado. A regido amplificada por PCR continha cerca de 130 pares
de bases, 0 que pode ser verificado pela sua posi¢céo entre as bandas de 100
pb e 200 pb do marcador molecular.

Figura 14 - Padrdao de amplificacdo de segmento de 130 pb do gene DBH
equino obtido na andlise por PCR em gel de agarose a 3% de alta resolucao.

O resultado do sequenciamento identificou a inexisténcia da troca da
base nitrogenada adenina por timina na posicao da SNP A758T, isto é, ndo
houve variabilidade genética no fragmento de DNA amplificado. O nosso
estudo tem como limitacdo o numero reduzido de animais genotipados e por
isso ndo é conclusivo para a raca. No entanto, devido ao fato dos 20 animais
genotipados serem ndo aparentados e possuirem variabilidade representante
da populagdo estudada, julgamos que a probabilidade da existéncia da SNP

A758T no restante dos 240 potros era muito pequena e nao justificava a
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utilizacdo de recursos financeiros expressivos para genotipagem de todos 0s
animais do estudo.

A falta de variabilidade nesta posicdo do gene DBH evidencia a
necessidade de estudos especificos para cada raca, ou ainda, para cada
populacdo que se deseja implementar programa adequado de melhoramento
genético. A raca BH tem em sua origem grande quantidade de ragas, inclusive
a PSl na qual o SNP A758T foi identificado. No entanto, a proibi¢cdo do uso da
inseminacao artificial (IA) na raca PSI pode ser a explicacdo para essa
diferenca no gene DBH das duas ragas. O estudo que encontrou 0 SNP A758T
foi realizado no Japao e com a proibicdo do uso da IA a reproducdo do PSlfica
restrita a monta natural com garanhdes residentes no proprio pais. Com isso, o
intercambio de material genético para o cavalo PSI do Japdo diminui
significativamente e provavelmente este possui pool genético completamente
diferente do BH brasileiro.

Fica a pergunta para futuros estudos se o SNP A758T do gene DBH
possui alguma variabilidade em outros rebanhos da raca BH. Indagamos ainda
se esse SNP esta presente em qualquer outra raca do tipo "warmblood"”, pois
ao contrario da raca PSI, o BH faz uso intensivo de sémen importado de
"warmbloods" de origem europeia e € possivel especularmos que talvez exista
a mesma falta de variabilidade no SNP A758T nesses animais.

Polimorfismos em outras regides do gene DBH que possam estar
associadas a reatividade ndo estdo descartados, porém € importante notar que
no PSI somente foi verificado um outro SNP silencioso no gene DBH, isto é,
que ndo provoca alteracdo da proteina produzida. No caso do SNP A758T
teriamos a substituicdo do aminoacido Leucina por Glutamina.

O estudo dos genes responsaveis pelo temperamento dos cavalos esta
apenas iniciando, porém ja existem quantidade razoavel de genes com SNPs
identificados que tem potencial para explicar parte da variabilidade encontrada.
Momoyasa et al. (2006) identificou alguns desses SNPs nos genes BNDF,
HTR1B, HTR2A, MAOA, MAOB e TPH2, porém todas em regides nao
codificantes ou SNPs silenciosos. Esses autores também identificaram os
SNPs A709G e C771G que provocaram alteracdo da proteina produzida no
gene HTR1A, que esta relacionado ao metabolismo da serotonina.

Recentemente foi verificada associacdo entre o0 SNP A709G e a facilidade de
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manejo em cavalos PSI, sendo que houve ainda variacdo no efeito do genétipo

dependendo do sexo do animal (HORI et al., 2016).

O estudo dos genes localizados nos QTL apontados por Staiger et al.
(2015) também indica alguns genes candidatos que merecem atencao. No QTL
para facilidade de manejo este autor destacou dois genes candidatos com
funcdo biolégica que podem explicar variagcdes de temperamento dos equinos.
O primeiro é o gene DLGAPL, relacionado a proteina SAPAP1 que por sua vez
ja teve seus niveis associado a distarbios comportamentais em humanos
(KAJIMOTO et al., 2003). O segundo € gene PRKCB, relacionado a proteina
quinase C que teve seu metabolismo associado ao medo de ratos apds
situagOes de stress (DIEGO-OTERO et al., 2009). No QTL para ansiedade dos
equinos merecem destaque os genes ALDH18A1 e HSD17B3. O gene
ALDH18A1 teve mutacdes associadas a uma grande variedade de doencas
psiquiatricas em humanos (BORTOLATO & SHIH, 2011). Enquanto que 0 gene
HSD17B3 tem seu metabolismo ligado a testosterona que tem seus niveis
associados a agressividade dos cavalos em relagdo a outros animais e a
humanos (LINE et al., 1985).

4.Conclusdes

O presente estudo identificou grande variabilidade fenotipica na
expressao da reatividade de potros BH sem doma, confirmando a distribuicdo
continua desta caracteristica. Observarmos também que os criatérios diferiram
entre si quanto a adoc¢éo de selecao direcional ou ndo para a reatividade dos
animais. Apesar disso, a presenca de animais que podem ser caracterizados
como "patologicamente ansiosos”, evidencia a necessidade de maior atengao
por parte dos criatérios nacionais na selecdo de animais com menor
reatividade.

O presente estudo evidenciou também que o SNP A758T do gene DBH,
ndo esta presente na sub-amostra de 20 animais da raca BH genotipados
neste estudo e, portanto, desestimula pesquisas futuras com essa SNP na raca
BH.
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