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RESUMEN

El temperamento puede definirse como la variabilidad emocional entre
animales de la misma especie en respuesta a un mismo estimulo. La
reactividad emocional es una variable que se usa para observar el
temperamento animal; acorde a esto, se pueden describir animales calmos,
nerviosos o intermedios. La presencia de variantes genéticas en la
secuencia de ADN en la via de neurotransmisores y del eje de respuesta al
estrés (eje hipotdlamo-hipoéfisis-adrenal), puede afectar la respuesta
comportamental y fisiologica de los ovinos. La hipotesis de este estudio es
gue existen polimorfismos genéticos de un solo nucleotido (SNP) vinculados
al rasgo de temperamento en ovinos de la raza Merino Australiano. El
objetivo principal fue identificar los SNP asociados al fenotipo de
temperamento; el objetivo secundario identificar genes candidatos. La base
de datos para desarrollar el ssGWAS consistio en utilizar cuatro
generaciones de ovinos que incluyeron 4317 animales con fenotipo, 1697
genotipados y 10799 en genealogia. Luego del control de calidad, se retuvo
un total de 38268 SNP efectivos. La heredabilidad estimada fue de 0,19 *
0,038. ElI ssGWAS permiti6 identificar tres regiones gendmicas que
explicaron el mayor porcentaje de la varianza genética. Se identificaron 25
SNP asociados a nueve genes candidatos en los cromosomas 6, 10y 21. Se
destacan los genes PYMG (rs402505013, % var = 1,46) vinculado al
metabolismo energético del glucdégeno; gen CAPN1 (rs413708295, % var =
1,16; rs421553713, % var = 1,09; rs161627624, % var = 0,85; rs404318469,
% var = 0,58) asociado a la terneza de la carne; gen GRID2 (rs422603241,
% var = 0,76; rs399480023, % var = 0,52) receptor de glutamato,
relacionado a procesos biologicos de la transmision sinaptica y gen SYT7
(rs421709693, % var = 0,54), asociado al metabolismo del calcio. Los SNP
detectados podrian ser usados como marcadores moleculares para futuros
estudios asociados al temperamento o a rasgos de comportamiento
asociados al estrés.

Palabras clave: SNP, ssGWAS, ovis aries, PYMG, CAPN1, GRID2, SYT7



SUMMARY

Genetic polymorphisms associated with temperament in
Australian Merino sheep

Temperament can be defined as the emotional variability among animals of
the same species in response to the same stimulus. Emotional reactivity is a
variable used to observe animal temperament; according to this, calm,
nervous or intermediate animals can be described. The behavioral and
physiological response of sheep can be associated with the presence of
genetic variants in the DNA sequence in the neurotransmitter pathways and
the stress response axis (hypothalamus-pituitary-adrenal axis). The
hypothesis of this study was that there are Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP) associated with the temperament trait in Australian Merino sheep. The
main objective of this study was to identify the SNP associated with the
temperament phenotype; the secondary objective was to identify candidate
genes and pathways associated with the temperament. The database used
for the ssGWAS consisted of 4,317 phenotyped animals, 1,697 animals
genotyped and 10,799 animals in the pedigree (level three). The estimated
heritability was 0.19 + 0.03 (x SEM). After quality control 38,268 effective
SNP were used. The ssGWAS identified three genomic regions that
explained the greatest percentage of the genetic variance, resulting in 25
SNP associated with nine candidate genes on chromosomes 6, 10 and 21.
The candidate genes were PYMG gene (rs402505013, % var = 1.46) linked
to glycogen energy metabolism; CAPN1 gene (rs413708295, % var = 1.16;
rs421553713, % var = 1.09; rs161627624, % var = 0.85; rs404318469, %
var = 0.58) associated with meat tenderness; GRID2 gene (rs422603241, %
var = 0.76; rs399480023, % var = 0.52) glutamate receptor, related to
biological processes of synaptic transmission and SYT7 gene (rs421709693,
% var = 0.54), associated with calcium metabolism. The detected SNP could
be used as molecular markers for future studies associated with
temperament trait or behavioral associated to stress.

Keywords: SNP, ssGWAS, ovis aries, PYMG, CAPN1, GRID2, SYT7
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1) INTRODUCCION

El temperamento es una herramienta para entender el comportamiento
animal y puede definirse como la variabilidad emocional entre animales de
una misma especie en respuesta a un mismo estimulo (Blache y Bickell,
2010). La reactividad emocional refiere a cdmo los animales perciben y
reaccionan frente a estimulos del entorno, a modo de responder a la
novedad, la incertidumbre, el desafio o el cambio (Clarke y Boinski, 1995).
La reactividad es una variable que se usa para observar el temperamento
animal, y las diferentes respuestas fisiolégicas y comportamentales
observadas han sido utilizadas como indicadores para clasificar a los
animales segun su temperamento (Veissier et al., 2009). El temperamento
hace referencia a estilos o tendencias de comportamiento constantes de los
individuos y puede representarse en opuestos como timido o audaz, sociable
0 agresivo, inquieto o tranquilo (Southerland et al., 2012); depende de la
raza y, por tanto, de la genética y seleccion (Boissy et al., 2005, Zambra et
al., 2015). Es un rasgo inherente del animal, que estriba en la experiencia
temprana de la vida y del genotipo (Bickell et al., 2009a). De acuerdo con las
respuestas que manifiesten los animales, se pueden describir como calmos,
nerviosos o intermedios. En los extremos, los animales calmos son aquellos
con un bajo nivel de actividad conductual (menos reactivos, menos
excitables), mientras que los nerviosos manifiestan mayor actividad
conductual (mas reactivos, mas excitables).

La respuesta comportamental y fisiologica de ovinos frente a las
mismas condiciones puede diferir y estar influenciada por variantes
genéticas en la secuencia de ADN (polimorfismos), asociadas a regiones
gendmicas en la via de neurotransmisores y del eje de respuesta al estrés
(eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal) (Sapolsky et al., 2000). Los animales que
mejor se adapten a su entorno tienen el potencial para manifestar una mejor
eficiencia de produccion (Ponzoni, 1997). Dicha adaptacion puede lograrse,

en parte, a través de la seleccion artificial por caracteres conductuales,



donde el temperamento juega un papel importante (Cassini y Hermitte, 1994,
Blache y Ferguson 2005b, Bickell et al., 2010).

Desde 1990, la Universidad de Australia Occidental (University of
Western Australia, UWA) ha seleccionado ovejas merino por sus reacciones
a la presencia humana en el test de arena y al aislamiento social,
estableciendo lineas de ovejas calmas y nerviosas (Qiu et al., 2017). Dichos
animales tienen polimorfismos genéticos asociados al sistema
dopaminérgico, serotoninérgico y al eje de respuesta de estrés segun su
temperamento (Qiu et al., 2017, Ding et al., 2020). Es creciente el interés de
la comunidad cientifica en las metodologias de asociacion estadistica entre
marcadores genéticos distribuidos en todo el genoma y caracteristicas
fenotipicas. Desde la década del 2000, con la incorporacion de la gendmica
en los programas de seleccion, existe una herramienta muy potente
denominada en inglés Single Step Genomic Wide Asociation Studies
(ssGWAS), la cual identifica polimorfismos de un solo nucleétido [Single
Nucleotide Polymorphism (SNP)] con argumentos estadisticos soélidos para
el fenotipo de interés (Aguilar et al., 2010). Por lo tanto, en este trabajo se
propone utilizar esta metodologia con un set de datos genealdgicos,
fenotipicos y moleculares para explorar el rasgo del temperamento en ovinos

de la raza merino australiano en Uruguay.
1.1. TEMPERAMENTO, HEREDABILIDAD Y BIENESTAR ANIMAL

Los ovinos son animales altamente gregarios: al separar un animal de
su rebafio, este experimenta miedo asociado con emociones negativas y
sufre una intensa respuesta al estrés (Price y Thos, 1980). Tanto el fenotipo
como la heredabilidad genética de los rasgos de temperamento (King et al.,
2006, Brown et al., 2016) han sido caracterizados a través de pruebas de
comportamiento que evallan la reactividad del individuo en respuesta al
estrés (Dodd et al., 2012). La expresion o la reactividad ante una situacion
de aislamiento social se traduce en el aumento en la frecuencia de las

eliminaciones (defecaciones y micciones), intentos de escape, aumento de



vocalizaciones y locomocidn, que son indicativos de estrés y miedo (Moberg
et al., 1980, Romeyer y Bouissou, 1992, Forkman et al., 2007, Damian 2011,
2021). En una situacion de aislamiento, el individuo activa los ejes de
respuesta al estrés modificando el comportamiento (Damian, 2011). En los
ovinos, la frecuencia de las vocalizaciones ha sido validada como indicativo
para evaluar el fenotipo comportamental a la respuesta al estrés durante una
prueba de aislamiento social (Romeyer y Bouissou, 1992, Vandenheede et
al., 1998, Forkman et al., 2007, Damian et al., 2021). La actividad locomotora
y las vocalizaciones son altamente repetibles (r = 0,40-0,76; Blache y
Ferguson, 2005), moderadamente heredables (h = 0,45; Blache y Ferguson,
2005a) y minimamente afectadas por factores no genéticos (Bickell et al.,
2009Db).

Las tres pruebas mas utilizadas para determinar fenotipicamente el
temperamento son la prueba de arena, la prueba de tiempo de huida y el test
del cajon de aislamiento (TCA). Con el objetivo de validar estos métodos de
medicion, se realizaron diferentes pruebas que demostraron que el TCA
presenta mayor repetibilidad que el test de huida y la prueba de arena (0,76;
0,008 y 0,67, respectivamente) (Blache y Ferguson, 2005a, Murphy et al.,
1994). La heredabilidad del temperamento estimado con el TCA para las
razas evaluadas (merino australiano, poll merino, poll dorset, white suffolk,
border leicester) es mayor en comparacion con el estimado con el tiempo de
huida (0,30 vs. 0,23, respectivamente) (Blache y Ferguson, 2005a y 2005b).
La prueba del TCA para medir fenotipicamente el temperamento fue
originada por Putu en 1989 y posteriormente modificada por Murphy et al. en
1994.

El TCA se realiza una vez en la vida del animal y caracteriza la
reactividad del cordero al aislamiento visual en sus primeros meses
posdestete, entre los 3 a 6 meses de edad. El método consiste en ingresar el
cordero suavemente y de forma individual al cajon de aislamiento, el cual
mide 1,50 m L x 1,50 m H x 0,75 m A, es ciego con paredes de madera

compensada, piso de rejilla y con techo de sombrite (Blache y Fergusson,
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2005a y 2005b). El animal permanece aislado de sus congéneres durante 30
segundos. Con un sensor de vibraciones (agitdmetro) que esta adjunto a un
lado del cajén se mide electrénicamente las vibraciones del cajén (puntaje
de agitacion: EA). El agitometro se debe calibrar previamente para el nivel
bajo, medio y alto de EA a través de una unidad electrénica disefiada para
simular la accién del cordero mientras estd dentro del cajon. El valor
numeérico registrado por el agitdbmetro es el resultado de las reacciones del
animal (movimientos y vocalizaciones) e indica que cuanto mas se agita el
cajén, mas nervioso (reactivo) el ovino, lo que resulta en valores numeéricos
mayores (variable discreta, numero entero). Resultados nacionales de
investigacion donde se utilizo el TCA como herramienta de medicion
determinaron que el temperamento promedio para la raza corriedale fue de
24,7 (£ 0,23), con un rango de EA de 0 a 143, y para merino australiano de
36,8 (£ 0,45), con un rango de 0 a 190 (Zambra et al., 2015).

La UWA ha utilizado la prueba de arena y el TCA para seleccionar
ovejas de diferente temperamento, estableciendo lineas de individuos
calmos y nerviosos. En Australia, la heredabilidad del temperamento ovino
medido con el TCA varia entre 0,14 y 0,41 dependiendo de la raza: leicester
0,14; merino australiano 0,38; poll dorset 0,41; poll merino 0,41; white suffolk
0,29 (Blache y Ferguson, 2005a). En Uruguay, con la misma técnica, la
heredabilidad fue de 0,18 a 0,31 para la raza corriedale y merino australiano,
respectivamente (Zambra et al., 2015). Sin embargo, el temperamento es un
rasgo que no esta econdomicamente valorado a pesar de tener influencia en
caracteristicas de interés productivo (Sart et al., 2004, Murphy, 1999), como
son la tasa ovulatoria (Bickell et al., 2010, Van Lier et al., 2017), la calidad de
la canal (Wulf et al., 2002), la ganancia de peso diaria (Voisinet et al., 1997),
la calidad del calostro y de la leche (Sart et al., 2004; Hawken et al., 2012),
de favorecer el bienestar animal y de brindar seguridad al operario (Haskell
et al., 2014).

El concepto de bienestar animal implica aspectos fisicos y mentales

positivos en relacién con el cumplimiento de las necesidades fisioldgicas y
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comportamentales y de las expectativas del animal. Es un estado individual
gue depende de la percepcién del ambiente por parte del animal (ANSES,
2018). En el escenario productivo se ha constituido en un importante
elemento de presién hacia el sector ganadero (Del Campo, 2011), ademas
del interés por parte del publico y/o de los consumidores, por lo que se
estudia y analiza con profundidad este concepto. Uruguay como pais
agroexportador y productor de carne no es ajeno a las exigencias del
mercado; si bien estd posicionado favorablemente en varios aspectos de
produccién, hay amenazas que deben ser evaluadas (Del Campo, 2011).
Existe la necesidad de generar informacion cientifica solida que permita
certificar la calidad de produccion y que esta tenga un enfoque integral,
donde se consideren indicadores productivos, reproductivos, fisiologicos,
bioquimicos, asi como sanitarios y comportamentales. El temperamento, y
su efecto sobre los diferentes indicadores mencionados podria
comprenderse en programas de mejoramiento genético (Burrow, 1997, Del
Campo, 2011, Haskell et al., 2014).

1.2. ESTRES Y TEMPERAMENTO ANIMAL

El estrés es un estado de desequilibrio de la homeostasis (Sapolsky,
2004), entendiéndose por homeostasis los mecanismos fisiologicos
coordinados que mantienen en equilibrio el medio interno del organismo
asegurando la supervivencia (Cannon, 1929). Dicho desbalance puede ser
inducido por diferentes estimulos o eventos (Sapolsky, 2004, Damian et al.,
2015), los cuales se denominan estresores (Moberg, 2000). Muchas
practicas de manejo que se realizan en la produccién provocan estrés en los
animales: el transporte (Baldock y Sibly, 1990), el destete (Orgeur et al.,
1999), la castracién (Del Campo et al., 2018), el aislamiento (Forkman et al.,
2007), la esquila (Ungerfeld y Freitas de Melo, 2021, Barbieri, et al., 2016),
entre otros. El estrés es un buen indicador del bienestar animal, ya que
puede cuantificar el grado de respuesta del organismo frente a determinados

estimulos, a través de indicadores enddocrinos (glucocorticoides,



catecolaminas, vasopresina), bioquimicos (creatin-kinasa, concentracion
plasmatica de proteinas, albumina, eritrocitos) y fisiologicos (frecuencia
cardiaca y respiratoria) y comportamentales (vocalizaciones, cambios de
conducta del pastoreo, secuencia de movimientos) (Del Campo et al., 2011,
Damian et al., 2013; 2021).

Cuando un animal percibe y reconoce la amenaza a la homeostasis, se
activan respuestas bioldgicas para restablecer la funcion normal de
homeostasis y el bienestar (Moberg, 2000). Estas respuestas incluyen
mecanismos nerviosos, enddcrinos y comportamentales. En primer lugar y
de forma rapida, se activa el eje simpatico-adreno-medular (SAM) del
sistema nervioso autonomo, lo que estimula a la médula de las glandulas
adrenales para la liberacion de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) a
la sangre (Moberg, 2000, Sapolsky et al., 2000). Esto se traduce en
aumentos de la frecuencia cardiaca y respiratoria, asi como de la glucosa y
acidos grasos libres en sangre (Moberg et al., 1980, Moberg, 2000). Dichos
cambios fisiologicos en el organismo ayudan a aumentar la disponibilidad de
energia y oxigeno de forma inmediata (Sapolsky et al., 2000, Damian et al.,
2015), y son la base de lo que se conoce como respuesta de «lucha o
huida», primera respuesta autonoma del individuo para hacer frente al
estresor 0 para escapar de este (Cannon, 1914).

La segunda via, que actua de forma mas lenta en el tiempo (minutos a
horas), es la respuesta enddcrina al estrés, con la correspondiente
activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) vy liberacién de
hormonas esteroideas por la corteza de la glandula adrenal, principalmente
cortisol (Selye, 1939, Sapolsky et al.,, 2000). Las neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo secretan al sistema porta-hipofisiario la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-vasopresina (AVP),
gue actuan sinérgicamente estimulando a la adenohipdfisis para liberar la
hormona adrenocorticotropa (ACTH). Una vez vertida a la sangre, la ACTH
estimula las células de la corteza de la glandula adrenal para que secreten

cortisol (Sapolsky et al., 2000, Matteri et al., 2009). El cortisol como hormona
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hiperglucemiante y catabdlica estimula la gluconeogénesis y el catabolismo
de proteinas y lipidos de reserva (Damian et al., 2015). Por lo tanto, el
incremento de las catecolaminas, asi como del cortisol, promueven una
cascada de reacciones para elevar el nivel de energia disponible en el
organismo, lo que facilita la respuesta frente al estresor (Sapolsky et al.,
2000; Damiéan et al., 2015).

Por otra parte, se manifiestan cambios en el comportamiento y la
reactividad que le permiten al animal afrontar la situacion de amenaza, como
por ejemplo incrementando la frecuencia de vocalizaciones, agresividad,
estereotipias, adopcion de posturas andmalas, cambios en la conducta de
pastoreo, ingesta o tiempo de rumia (Baldock y Sibly, 1990, Manteca, 1998).
Particularmente en el ovino, frente al aislamiento social, se observan
incrementos en las vocalizaciones (Damian et al., 2013; 2021) y locomocion
(Moberg et al., 1980, Romeyer y Bouissou, 1992, Forkman et al., 2007). La
forma en que el organismo reacciona frente a una situacion o estimulos de
su entorno esta dada por la reactividad emocional que dependerd, en parte,
de la experiencia previa de este (Clarke y Boinski, 1995). Los animales mas
reactivos al manejo y a los seres humanos experimentan mas estrés, se
dificulta mantener un estado de homeostasis normal y reducen su bienestar
(Veissier y Boissy, 2007, Bickell et al., 2009a), lo contrario a lo que sucede
con animales con menor reactividad (Blache y Ferguson, 2005a).

La respuesta fisioldgica y comportamental al estrés muestra una gran
variabilidad individual (Manteca, 1998). Esta variabilidad en animales de
diferente temperamento puede estar influenciada por polimorfismo de genes
gue se expresan en el cerebro o a lo largo de los ejes SAM y HHA (Qiu et
al., 2016, 2017). Ovejas que fueron seleccionadas segun su temperamento
como calmas respondieron con menor secrecion de cortisol y menor
actividad de locomocion durante el aislamiento social que aquellas
seleccionadas como nerviosas (Hawken et al., 2013). La concentracion
plasmatica del cortisol en ovejas nerviosas no sélo fue de mayor magnitud,

sino que también fue de mayor duracién en el tiempo (Hawken et al., 2013).
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Esta diferencia en la secrecion de cortisol entre las dos lineas divergentes de
temperamento refleja que la retroalimentacion del eje HHA esté influenciada
por diferencias genéticas en la manera en que afrontan el estrés. Hay
reportes que indican polimorfismos del gen codificante para la enzima
mitocondrial citocromo P450 17 a-hidroxilasa/17,20-liasa (CYP17) (Miller y

Auchus, 2011) involucrada en la sintesis de cortisol.
1.3. TEMPERAMENTO Y PRODUCCION ANIMAL

Es posible considerar que el temperamento forma parte de la fisiologia
reproductiva del individuo (Von Borell et al., 2007) y que el estrés puede
afectar las funciones biolégicas normales (Dobson et al., 2003). La mayor
reactividad emocional ante un estresor (eje HHA) afecta negativamente
varios niveles del funcionamiento del eje enddécrino-reproductivo: hipotalamo-
hipofisis-gonadal (HHG) (Dobson y Smith, 2000, Von Borell et al., 2007,
Damian et al., 2015, Narayan y Parisella, 2017). Por ejemplo, las hormonas
liberadas en la respuesta de estrés afectan la secrecion de GnRH (hormona
liberadora de gonadotropinas) y, consecuentemente, de LH y FSH (hormona
luteinizante, hormona foliculo-estimulante) (Minton, 1994, Van Lier et al.,
1999, Macfarlane et al., 2000). También se nota un detrimento en la
produccion de estrégenos Yy progesterona, que confieren una
retroalimentacion positiva y negativa al hipotalamo para la regulacion normal
del eje HHG. El estrés estaria limitando la eficiencia de los puntos
enddcrinos reguladores de la reproduccion (ejes HHA-HHG).

En ovejas, el incremento en cortisol reduce la frecuencia de los pulsos
de LH a través de inhibir la secrecion pulsétil de GnRH; por lo tanto, se priva
a los foliculos ovaricos de un adecuado soporte de gonadotropinas y
produccion de estradiol por parte de los foliculos (Dobson y Smith, 2000,
Breen et al., 2005). A su vez, la menor secrecion de estradiol disminuye la
expresion del comportamiento sexual (libido) (Ehnert y Moberg, 1991)
afectando el éxito reproductivo. En una majada con dos lineas de seleccion

por temperamento se observé que la tasa mellicera detectada por ecografia



a los 50 dias posretiro de carneros fue mas alta en ovejas calmas que en
nerviosas (1,39 vs. 1,29 embriones) (Bickell et al., 2010). La tasa ovulatoria
en respuesta a la sincronizacién de celo fue mayor en ovejas seleccionadas
por temperamento calmo en comparaciébn con ovejas seleccionadas por
temperamento nervioso (1,83 vs. 1,57) (Van Lier et al., 2017); sin embargo,
esta diferencia no parecié ser debido a la secrecién de cortisol. Ovinos
seleccionados por un temperamento calmo presentan un mejor desempefo
reproductivo que aquellos seleccionados por temperamento nervioso. Esto
estaria relacionado con una mejor adaptacion al manejo y a su entorno, lo
gue potencia los efectos individuales sobre la productividad de los animales
(Bickell et al., 2010; Dodd et al., 2012).

La relacion entre el temperamento, el bienestar animal y la calidad del
producto es estrecha (Del Campo, 2011, Del Campo et al., 2011). Animales
mas reactivos son mas susceptibles al estrés por simples rutinas de manejo
(cambio de potrero, procedimientos sanitarios) o por situaciones mas
novedosas (embarque, transporte, espera en corrales) (Del Campo et al.,
2011). Desde el punto de vista de la carne, la mayor descarga de adrenalina
y noradrenalina en individuos mas reactivos provocaria un mayor consumo
del glucégeno muscular, lo que impediria el correcto descenso del pH
posfaena (Wulf et al., 2002). El valor final del pH muscular luego del
sacrificio del animal se debe a la acumulacion de &cido lactico como
consecuencia de procesos metabolicos anaerobios del glucogeno (Wulf et
al., 2002). Aquellos animales que sufren un mayor estrés prefaena no logran
descender a un pH final del musculo éptimo para la accion de las enzimas
proteoliticas (5,4-5,8) (Wulf et al., 2002, Lonergan et al., 2010). Animales con
temperamento mas excitable tendrian un menor descenso del pH v,
consecuentemente, mayores valores de pH final (Zhang et al., 2010). Por
esta razon es relevante la magnitud de las reservas del glucogeno muscular,
ya que un mayor poder glucolitico se asocia a un descenso mas rapido del
pH, que garantiza la actividad enzimatica y favorece las principales

caracteristicas organolépticas de la carne: terneza y color (Soria y Corva,
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2004, Torino, 2013). Son varios los complejos enzimaticos involucrados en la
terneza, pero las enzimas proteoliticas mas importantes son las calpainas
(m-calpaina 1, m-calpaina Il, m-calpaina Ill) y su inhibidor natural, la
calpastatina (Oddy et al., 2001). La evidencia cientifica establece
correlaciones significativas entre la terneza y la expresion del gen de p94 o
Calpaina Ill en masculo esquelético (Sorimachi et al., 1994), en bovinos (r =
0,522) y ovinos (r = 0,706) (llian et al., 1998, llian et al., 2001). El gen de
Calpaina (CAPN1) fue descripto como un fuerte gen candidato relacionado
con la terneza de la carne en bovinos (Page et al., 2002).

En bovinos, el temperamento influye en la tasa de crecimiento y, por
ende, en la ganancia de peso diaria (Voisinet et al., 1997, Del Campo et al.,
2011). En un feedlot de ganado bovino se observo que los animales mas
dociles o tranquilos durante el manejo diario fueron los que tuvieron mayores
ganancias promedio durante el periodo de engorde (1,38 vs. 0,97 kg/a/d)
(Voisinet et al., 1997). Otro estudio revelo que, independientemente del tipo
de alimentacion (forraje, forraje + suplemento, suplemento), aquellos
animales menos reactivos, aun dentro de una misma raza, tuvieron mayores
ganancias de peso para los biotipos evaluados (0,73 vs. 0,53 kg/a/d) (Del
Campo et al., 2011). En este mismo experimento, la relacién entre el
temperamento y la calidad de la carne estuvo asociada a que los animales
mas tranquilos produjeron carne mas tierna, ya que tuvieron menores
valores de fuerza de corte con el equipo Warner Bratzeler. Esto y otros
parametros fisiologicos evaluados (Del Campo et al.,, 2011) ponen en
evidencia que el temperamento es importante en toda la cadena productiva.

Desde el punto de vista de la produccion de leche, la Universidad de
Western Australia, con una majada seleccionada, demostré6 que madres de
la linea calma producen leche de mejor calidad con base en la concentracién
de proteinas, sin diferencias en el contenido de grasa y en el volumen
producido con madres de la linea nerviosa (Sart et al., 2004). En ovejas
calmas, el volumen de calostro fue mayor, menos viscoso (favoreciendo la

succion del cordero) y con mayor concentracion de inmunoglobulinas

10



(Hawken et al., 2012). Por otro lado, en un estudio sobre temperamento en
poblaciones no seleccionadas, ovejas lecheras experimentales no
demostraron diferencias en la produccion y su temperamento no influyo en la
calidad (grasa y proteina). Sin embargo, la produccién de leche en funcién
del tiempo fue estadisticamente significativa: las calmas secretaron leche de
forma mas temprana en las primeras horas posparto que las ovejas
clasificadas como nerviosas (Murray et al., 2009).

En el periodo posparto, las madres seleccionadas por temperamento
calmo presentaron un mejor comportamiento materno expresado en un
mayor tiempo de lamido, numerosas vocalizaciones (de tono bajo) y menor
tiempo de separacion de sus crias, o que condujo a un mejor vinculo madre-
cria (Bickell et al., 2011, Murphy et al., 1994, Murphy, 1999). Corderos
nacidos de ovejas calmas tuvieron una tasa de supervivencia 10 % mayor

con respecto a corderos nacidos de madres nerviosas (Murphy, 1999).
1.4. POLIMORFISMOS GENETICOS Y TEMPERAMENTO

Un polimorfismo es una variante genética en la secuencia de ADN. Hay
dos tipos principales: los que generan cambio de un solo nucleotido por
sustitucion de bases, denominados en inglés Single Nucleotide
Polymorphism (SNP); o los que implican cambios en el tamafio de la
secuencia de ADN, denominados polimorfismos de inserciones o deleciones
0 bien repeticion o combinacion de bases. Los SNP son el tipo de
polimorfismo mas comun y frecuente en una poblacién (mas del 1 %), y
hacen referencia a que en una secuencia de ADN se cambie una sola base
por otra (por ejemplo, GGTACC/GGTGCC) (Brookes, 1999). Dentro de una
misma poblacion con relativo equilibrio genotipico, se pueden encontrar
pequefios cambios sutiles en la secuencia de ADN que afectan Unicamente
a un nucledtido. Los SNP en regiones codificantes de genes (exones o
regiones reguladoras) son mas propensos a causar diferencias funcionales.
Sin embargo, aunque la mayoria de los SNP no afecten la funcion de los

genes, son igualmente valiosos como marcadores del genoma en la
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deteccion de otros SNP que si afecten la funcién génica (Collins et al.,
1998).

1.4.1. Polimorfismos vinculados a neurotransmisores

En el sistema nervioso central (SNC), los sistemas dopaminérgicos,
serotoninérgicos y noradrenérgicos estan implicados en respuestas
emocionales como ansiedad, estrés, depresién y agresividad y en los
vinculos sociales (Manteca, 1998, Mohammad-Zadeh et al., 2008). Dentro
de los neurotransmisores, la dopamina y la serotonina (5-hidroxitriptamina:
5-HT) son los mas estudiados, pues estan involucrados en la respuesta al
estrés en una variedad de especies, mediante la activacion de sus diferentes
receptores (Reif y Lesch, 2003, Noblett y Coccaro, 2005). También juegan
un rol critico en la regulacién de los comportamientos normales y anormales
de los animales, incluyendo la depresion, la esquizofrenia, la hiperactividad y
el déficit de atencidn (Esposito et al., 2008).

En humanos y en ovinos existen varios SNP de la 5-HT vinculados con
rasgos de personalidad como el miedo, la impulsividad y la agresion
(Bortolato et al., 2013, Qiu et al., 2017). Los polimorfismos en la via
serotoninérgica se pueden resumir en tres categorias: polimorfismos de la
enzima triptéfano hidroxilasa (TPH), de los transportadores (SERT) y de los
receptores de 5-HT (Qiu et al., 2017). La sintesis de 5-HT se realiza en dos
pasos y su precursor es el triptofano (TRP). El primer paso es convertir el
TRP a 5-hidroxitriptofano por la enzima TPH; y el segundo es el pasaje de 5-
hidroxitriptofano a 5-HT por la enzima hidroxitriptéfano descarboxilasa
(Mohammad-zadeh et al., 2008). Las variaciones en el gen que codifica TPH
afectan la concentracion de serotonina en el cerebro, asi como los rasgos de
comportamiento (Mann, 1999, C6té et al., 2003). En humanos, un SNP en la
posicion 218 (-218 A/C) del gen TPH y varios SNP en la region promotora
han sido asociados a comportamientos violentos, agresivos, impulsividad y
alcoholismo (New et al., 1998, Nielsen et al., 1998). En cuanto a los SERT
de 5-HT, los SNP (SLC6A4, rs140701, rs3813034) y el receptor 5-HT
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(HTR2A, rs6313 y rs7322347) se relacionaron con la ansiedad, la
desregulacion emocional y el comportamiento agresivo en humanos (Meyer
et al., 2006, Sen et al., 2010). Los diferentes efectos de 5-HT dependen del
tipo de receptores sobre los que actien (Mohammad-Zadeh et al., 2008);
hay 14 subtipos (5-HT1 - 5-HT14) y los 5-HT1, y 2 son los que han sido
asociados a las caracteristicas de comportamiento (Qiu et al., 2017):
locomocion, agresion, ansiedad, alimentacion, entre otros (Mohammad-
zadeh et al., 2008).

En ovinos, las situaciones de estrés social (aislamiento o destete
artificial) provocan un incremento en las vocalizaciones (Boissy et al., 2005,
Damian et al., 2013, 2021), las cuales estan dirigidas a llamar e interactuar
con los comparieros del grupo. En un experimento con ovinos, el uso de un
antagonista (p-Clorofenilalanina) de la sintesis de 5-HT central hizo que la
frecuencia de vocalizaciones durante el aislamiento social disminuyera en
comparacion con el grupo de ovejas testigos (sin antagonista) (Doyle et al.,
2011). El antagonista incrementd un estado de depresion o pesimismo en las
ovejas, donde la disminucién de la concentracion de 5-HT cerebral tuvo
consecuencias en el comportamiento. Se observé una menor frecuencia de
vocalizaciones y, por ende, una desmotivacion social del individuo para
reincorporarse con sus congéneres (Doyle et al., 2011). Por lo tanto, la
serotonina tendria un rol importante en lo que son los afectos positivos entre
los animales.

Las catecolaminas, y en especial la dopamina, se han relacionado con
caracteristicas de comportamiento, miedo, agresion, aprendizaje, motivacion
y personalidad o temperamento en humanos y animales (Jonsson et al.,
2003). La dopamina y la respuesta de estrés también estan asociadas; el
estrés psicosocial induce liberacion de dopamina centralmente (Pruessner et
al., 2004). Ovinos en aislamiento presentaron mayores concentraciones
plasmaticas de dopamina que aquellos alojados en grupos (Guesdon et al.,
2015), lo que sugiere que la concentracion de dopamina en sangre puede

ser un indicador de estrés social en ovinos. En corderos también se
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observaron mayores concentraciones de dopamina luego del estrés del
transporte (Kadim et al., 2007).

En la via dopaminérgica existen polimorfismos del gen de la enzima
tirosina hidroxilasa (TH), de los transportadores de dopamina (DAT) y de los
receptores de dopamina (DR) (Qiu et al.,, 2016). Sin embargo, hay poca
informacion de los polimorfismos de los genes TH y DAT. Se han identificado
5 receptores de dopamina (DRD1-DRD5) de los cuales los receptores
DRD2, DRD3 y DRD4 se relacionaron con la personalidad, desordenes
sicolégicos y rasgos del comportamiento (Jonsson et al., 2003, Hamidovic et
al., 2009). Recientemente, en ovejas merino australiano se reportaron el
SNP483 y SNP939 (C/T: posicion 483 en exon 3y T/C: posicion 939 en exdn
6) del gen para DRD2 en relacion con las lineas seleccionadas por su
temperamento calmo o nervioso (Qiu et al., 2016). Las frecuencias alélicas
del SNP483 no fueron diferentes entre las dos lineas de temperamento,
mientras que el alelo T del SNP939 se encontr6 en mayor frecuencia en
ovejas con temperamento calmo que en nerviosas. Las ovejas que tenian el
genotipo nervioso (SNP939) (T/C, C/C) vocalizaron con mayor frecuencia,
aumentaron su locomocion y presentaron mayores registros en las pruebas
de comportamiento que las ovejas calmas (T/T). EI SNP939 también estuvo
asociado con la cognicibn, ademas de la reactividad fisiologica y

comportamental (Qiu et al., 2016).

1.4.2. Polimorfismos vinculados al eje HHA

El cortisol es el producto final de la via HHA y su concentracidon
plasmatica en respuesta al estrés esta asociada al temperamento en ovinos
(Hawken et al., 2013, Hough et al., 2013a). La magnitud de la secrecién del
cortisol en respuesta al estresor puede variar marcadamente entre individuos
del mismo sexo y de la misma especie (Tilbrook y Clarke, 2006). La
existencia de polimorfismos que afecten la sintesis de cortisol puede
determinar diferencias en el comportamiento y clasificar a los animales de

acuerdo a su temperamento (Hawken et al., 2013).
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En la biosintesis del cortisol se han descrito polimorfismos de genes de
la CRH. Los polimorfismos, SNP (-201 C/T; -248 C/T) y SNP del gen de su
receptor CRH-R1, han sido asociados con estresores ambientales y
psicosociales, respuesta de cortisol y alteraciones de comportamiento
(Bohus et al., 1987, Rivier y Rivest, 1991). En la sintesis del cortisol participa
la enzima mitocondrial citocromo P450 17 a-hidroxilasa/17,20-liasa (CYP17)
(Miller y Auchus, 2011), la cual se expresa en la corteza de la glandula
adrenal y es clave en la sintesis de esteroides. Se conoce que en cabras y
ovejas merino de Sudéfrica los polimorfismos en el gen CYP17 afectan la
actividad de la enzima CYP17 y, por lo tanto, la respuesta del cortisol a un
estresor (Storbeck et al., 2007, Storbeck et al., 2008, Hough et al., 2013). El
polimorfismo SNP628 de CYP17 (mutacion A-G de un solo nucleétido en la
posicion 628) se utilizé como marcador para seleccionar diferentes genotipos
y probar la respuesta del cortisol a una prueba de ACTH (Qiu et al., 2016).
De esta manera, se identificoO que ovejas que tenian mayor concentracion de
cortisol correspondian al genotipo A/A, y aquellas de menor concentracion, a
ovejas con genotipo G/G, siendo el genotipo CYP17 SNP628 A/A tres veces
mas frecuente en animales con temperamento nervioso versus calmo (Qiu et
al., 2016, 2017). En este mismo estudio, se analizé de forma conjunta el
receptor 2 de dopamina (DRD2) y la combinacion de genotipos. El alelo C
del polimorfismo DRD2 SNP939 y el genotipo CYP17 SNP628 A/A podrian
ser utilizados como marcador genético del temperamento nervioso, y una
combinacién de DRD2 SNP939 T/T y CYP17 SNP628 G/G podria usarse
como un marcador genético para el temperamento calmo (Qiu et al., 2016,
2017). Ademas, al evaluar la combinacidn de estos genes, se determin6 que
actuan de forma independiente sobre la reactividad del comportamiento y la
respuesta en la concentracion plasmatica del cortisol, y podrian ofrecer vias

para mejorar la produccion y el BA (Hough et al., 2013b).
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1.5. ANALISIS DE ASOCIACION UTILIZANDO LA METODOLOGIA
SSGWAS

El estudio de asociacion genémico (Genome Wide Association Studies,
GWAS) es un método para determinar la asociacion estadistica entre
marcadores genéticos distribuidos en el genoma y caracteristicas
fenotipicas. El uso de la seleccibn gendémica en los programas de
reproduccién puede acelerar la mejora genética y proporcionar una mejor
precision del valor de cria (VC). A lo largo del tiempo, se propusieron varios
métodos para la predicciébn gendmica del VC, pero la mayoria de ellos
asumen que todos los animales deben estar genotipados. Sin embargo, en
la practica, no todos los animales estan genotipados y, por lo tanto, los
meétodos deben adaptarse a esta situacion (Christensen y Lund, 2010).

El estudio de asociacion del genoma completo en un solo paso, o, en
inglés, Single Step Genome Wide Asociation Studies (ssGWAS), es una
metodologia que combina informacién de genotipos, fenotipos y pedigri en
una sola evaluacion. Desde el 2009 se propuso una nueva implementacion
de mejora genética, Single Step Genomic Best Linear Unbiased Predictor
(ssGBLUP), que utiliza SNP para construir una matriz de parentesco
gendmico entre animales, la matriz [G]. Esta metodologia permite integrar de
manera conjunta, a través de procedimientos estadisticos, el parentesco
genealogico (la matriz [A]) con el parentesco gendémico. El parentesco
genealdgico que se refleja en la matriz [A] se puede entender como el
parentesco esperado entre los individuos, mientras que el parentesco
gendmico es la estimacion de parentesco observado. El resultado de
combinar la informacién genémica (SNP) y genealdgica es una nueva matriz
de relaciones, la matriz [H], donde la informacion molecular de animales
genotipados se proyecta, a través de los parientes, a individuos que no estan
genotipados (Aguilar et al., 2010, Misztal et al., 2018). Asi, todos los SNP se
consideran simultdneamente junto con todos los fenotipos de los animales
genotipados y los no genotipados (Aguilar et al., 2010, Wang et al., 2014), y

permiten integrar toda la informaciéon registrada histéricamente en un
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programa de mejora. La robustez de esta metodologia radica en que se
pueden considerar datos sobre animales genotipados y no genotipados,
brindando la oportunidad de calcular evaluaciones gendmicas precisas
(Lourenco et al., 2020).

El software BLUPF90 es una familia de programas para la estimacién
de componentes de la varianza y para la evaluacion genética (Misztal et al.,
2020). Una interfaz para el procesamiento de la informaciébn genémica con
los programas de BLUPF90 es utilizar el programa PREGSF90, que conduce
el procesamiento del control de calidad de los genotipos, construye la matriz
[G] y una matriz [Az,] para animales genotipados e incluye un control de
calidad hasta 150.000 genotipos (Aguilar et al., 2020). El control de calidad
se hace para SNP monomorficos, frecuencias alélicas, call rate (SNP y
muestras de individuos) y conflictos mendelianos (SNP y muestras). Para
todos estos parametros, el control de calidad se hace por defecto; sin
embargo, es posible cambiar los criterios utilizando las opciones adecuadas
en el archivo de parametros que modula las corridas en el software (Aguilar
et al., 2020). El POSTGSF90 es otro programa que agrega el célculo de la
conversion del VC a los efectos SNP (Wang et al., 2012), calculo de varianza
explicada por SNP, los p-valores de los SNP y creaciéon de Manhattan plots
(Lourenco et al.,, 2020, Misztal et al.,, 2020). Este dultimo es una
representacion gréafica de un estudio de asociacion. El ssGBLUP del paquete
de software BLUPF90 se ha utilizado para evaluaciones gendmicas en todo
el mundo (Lourenco et al., 2020) y tiene en cuenta la estructura de la

poblacién.
1.6. HIPOTESIS

La hipétesis de este estudio es que existen SNP vinculados al rasgo de

temperamento en ovinos de la raza merino australiano en Uruguay.
1.7. OBJETIVOS

El objetivo principal fue identificar SNP que explicaran la mayor

varianza genética del fenotipo de temperamento en ovinos de la raza merino
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australiano. El objetivo secundario fue identificar genes candidatos y realizar
un andlisis de enriquecimiento funcional para conocer las vias de

sefalizacion de genes implicados en el temperamento.
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2) MATERIALES Y METODOS

2.1. FENOTIPOS, GENOTIPOS Y PEDIGRI

Se consideraron un total de 4317 registros fenotipicos de
temperamento para corderos merino australiano (ambos sexos, cuatro
generaciones: afios 2010, 2011, 2018 y 2019). Estos registros estan
incluidos en la base de datos del Sistema uniforme de levantamiento de
registros (SULAR) y pertenecen a las evaluaciones genéticas nacionales.
Del total fenotipico, 1060 datos corresponden a mediciones realizadas
durante el presente estudio (generaciones 2018 y 2019) en cuatro
establecimientos de Uruguay, de los cuales dos eran estaciones
experimentales y dos eran cabafias comerciales. El resto de datos fueron
obtenidos en un estudio de investigacion anterior (Zambra et al., 2015). El
temperamento de los 4317 animales se midio con el TCA (Blache y
Ferguson, 2005a; 2005b; figura 1). No hubo seleccion previa de animales, es
decir, los animales se enfrentaron por primera vez al TCA. El grado de
agitacion del cajon (movimientos y vocalizaciones) se registro
individualmente con el agitdmetro previamente calibrado. El objetivo de la
calibracion fue comparar los resultados de EA entre mediciones en el dia,
entre dias y entre establecimientos (Blache y Ferguson, 2005a). El
coeficiente de variacion (CV %) dentro de los diferentes establecimientos fue
de 9,4 % y 8 % para el EA bajo y alto, respectivamente. EI CV entre los
diferentes lugares fue del 10 % y 8,9 % para el EA bajo y alto,
respectivamente. Todos los corderos nacieron en la primavera y fueron
criados al pie de la madre en condiciones extensivas. Luego del destete, en
tres de los cuatro establecimientos, los corderos conformaron un lote Unico;
en la otra cabafia se separaron por sexo. El protocolo experimental n.°
020300-000653-18-ID CHEA 701 cont6 con la aprobacion de la Comisién
Honoraria de Experimentacion Animal de la Universidad de la Republica.

Se tomaron muestras de sangre de corderos evaluados con el TCA y

se realizd una extraccion de ADN genomico a partir de sangre periférica.
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Este procedimiento se llevo a cabo en el Banco de ADN Genomico, Unidad
de Biotecnologia, INIA Las Brujas, segun protocolo de Medrano et al. (1990)
con modificaciones. Se dispuso de informacién molecular de 1702 individuos
usando el panel GGP_50k_ovi (GeneSeek ® Genotyping Profile; lllumina,
San Diego, California). Estos genotipados corresponden a los animales
medidos en el presente estudio y otros animales incluidos en el SULAR. El
panel contiene informacién de 43705 SNP distribuidos a lo largo del genoma
ovino. La genealogia incluy6 10799 entradas con la informacion del
individuo, padre y madre, abuelo y abuela, bisabuelo y bisabuela

(profundidad de pedigri de nivel tres).

Figura 1: herramienta para estimacion fenotipica del temperamento: (A) vista
lateral del test del cajon de aislamiento (TCA); (B) unidad electronica de
calibracion; (C) calibracion del agitbmetro para alto (nervioso) y bajo (calmo)
puntaje de agitacion; (D) agitobmetro, sensor de vibraciones (vocalizaciones,

movimientos) y (E) cordero listo para salir del interior de TCA
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2.2. ESTADISTICA

2.2.1. Modelo univariado para temperamento

En programas de mejoramiento animal, los modelos para realizar un
GWAS consideran la presencia de efectos fijos ambientales y genéticos,
ademas de efectos aleatorios. El siguiente modelo para la estimacion de
parametros genéticos fue el propuesto por Zambra et al. (2015). Los efectos
fijos considerados fueron: grupo contemporaneo (afio-establecimiento-lote
de manejo-sexo), edad de la madre y tipo de nacimiento. Como covariable
se considero6 la edad del cordero al momento de la medicion con el TCA. A
través de métodos computacionales se pudo incorporar la informacion
gendmica a este modelo para obtener los VC genomicos para temperamento

y los efectos de los SNP.

Yikmi = GCi + tn; + emy + Blajkm + am + €ijjkim

donde y es el dato de temperamento del cordero m; GC es el grupo
contemporaneo (73 niveles) (i: afio-establecimiento-lote de manejo-sexo); tn
es el tipo de nacimiento del cordero (j: Unico (1), mellizo (2)); em es la edad
de la madre del cordero subdividida en 3 clases (k: 1 = < 2 afios; k: 2 = 2-3
afios y ki 3 = > 3 afos); B8 es el coeficiente de regresion de la edad del
cordero sobre el temperamento; la es la covariable de edad del cordero al
momento de la medicion; a es el efecto aditivo del animal con distribucion am
~ N (0, 0 %A A) donde 62 es la varianza aditiva del temperamento, A es una
matriz de relacidon aditiva, y e es el efecto aleatorio del error con distribucion
normal independiente entre las observaciones con varianza o?e.

Por otro lado, se graficaron los residuales del modelo utilizando el
paguete estadistico SAS (SAS® 9.4V; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) y
se realizd la prueba de ajuste de los residuales para distribucion Normal,
Lognormal, Weibull y Gama con los test Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von

Mises y Anderson-Darling.
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2.2.2. Estimacién de componentes de la varianza

Los componentes de la varianza para realizar el sSSGWAS se estimaron
con el software airemlf90 version 1.148 de BLUPF9O.
La heredabilidad (h?) del temperamento se estimé como:
ERN
(0f + o2

donde o2 es la varianza genética aditiva y o2 es la varianza residual.
2.3. SINGLE STEP GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY (SSGWAS)

A través del software BLUPF90 (version 1.71), la matriz gendmica
utilizada fue (VanRaden, 2008):
La matriz [G]:

ZDZ’

G = : .
M. 2pi (1 —pi)

donde Z es una matriz de incidencia ajustada por frecuencias alélicas; D es
la matriz diagonal de peso para la varianza de los SNP; Z" es la transpuesta
de la matriz Z; M es el numero de SNP; y pi representa la frecuencia del
alelo menor para cada SNP.

Dado que la integracion de la informacion de pedigri y genotipica en la
matriz [H] es compleja, se simplificé a su inversa [H™] (Aguilar et al., 2010,
Christensen y Lund, 2010):

0 0

-1 _ -1
Ho=4"% 10 ¢ - a3

donde [A] es la matriz inversa de pedigri, [G] es la inversa de la matriz de
relacion gendmica (para animales genotipados, la proporcion de alelos
compartidos entre animales) y [A22] es la inversa de la matriz de parentesco

para animales genotipados.
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El porcentaje de la varianza genética explicada por una region de 0,5
million base pairs (mbp) se calculé de la siguiente manera (Wang et al.,
2014):

—Va T (@) 00 gp = VO EiziZ
O-a O-a

X 100 %

donde ai es el valor genético de la i-ésima region que consta de 20 SNP
contiguos; ¢2 es la varianza genética total; Zj es el vector del contenido
geénico del j-ésimo SNP para todos los individuos, y (] es el efecto marcador
del j-ésimo SNP dentro de la i-ésima region.

Los efectos SNP se estimaron como (Stranden y Garrik, 2009):

A 1 Z/G—ll\
da= —— u
2 pig; ’

donde Z” es la transpuesta de la matriz Z; G es la matriz genémica; ,es el

VC genomico para animales genotipados y pigi son las frecuencias alélicas.
2.4. CONTROLES DE CALIDAD: FILTRADO DE MUESTRAS Y SNP

Una practica estandar de un GWAS son los controles de calidad que
son necesarios para excluir muestras o individuos a los que les faltan datos
de informacion molecular en mas de un porcentaje predefinido de los SNP
tipificados. Para el control de calidad de la informacion genémica, se utilizd
el software PREGSF90. Los criterios para remover muestras de baja calidad
fueron: SNP con call rate < 85 %; SNP con Minor Allele Frequency (MAF) <
0,05 %; SNP monomorficos (son aquellos invariables en todos los animales
estudiados) y animales con call rate < 90 % (es decir, se eliminan los
individuos a los que les falten datos de genotipo para mas del 10 % de los
SNP tipificados). El call rate para los SNP se define como la proporcién de

los individuos para los que no falta la informacién del SNP correspondiente,

23



por lo que un filtro de 85 % significa que se retienen los SNP para los que
falta menos del 15 % de los datos. Se removieron individuos con conflictos
mendelianos (individuos sin alelos compartidos entre su padre y su progenie
para un SNP dado). Los cromosomas sexuales no se incluyeron en el
analisis. Luego de estos controles de calidad, se retuvo un total de 1697
animales genotipados y 38268 SNP efectivos distribuidos a lo largo de los 26

cromosomas, para analisis gendémicos posteriores.
2.5. SELECCION DE SNP Y REGIONES GENOMICAS

Para identificar marcadores asociados al temperamento con evidencia
estadistica solida, se trabajo con el p-valor de los SNP y la varianza genética
explicada por ventanas o0 segmentos adyacentes de 0,5 mbp. Estos
argumentos estadisticos fueron obtenidos con el programa POSTGSF90 de
BLUP (Aguilar et al., 2020). El p-valor representa la probabilidad de obtener
un valor de mayor magnitud como resultado del azar bajo una prueba de
hipdtesis nula de no asociacion entre el SNP y el temperamento. Una vez
realizado el analisis, se dispuso de numerosos p-valores, tanto como SNP,
gue se representaron de forma logaritmica a lo largo del genoma en un
Manhattan plot. La asociacion estuvo representada por el -logio(p) para cada
marcador y el umbral de significancia para el conjunto de datos, cuando el p-
valor fuese inferior al umbral. Este ultimo se establecié6 mediante la técnica

estadistica del ajuste de Bonferroni (1936):

[-log10(a / n)]

donde a es el nivel de significancia (p < 0,05) y n es el nimero de SNP
después del control de calidad (Mancin, 2020). De esta manera, el umbral de
significancia del genoma fue —logio (0,05/38268) = 5,88. Sin embargo, con el
objetivo de poder abarcar mas informacion y contemplando la falta de
conocimiento sobre mecanismos biolégicos asociados al rasgo de

temperamento, se propuso un corte horizontal mas flexible del —log en el
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valor de 5,0. Para definir la significancia de un SNP segun el porcentaje de la
varianza genética que explica, se tuvo como referencia el umbral estadistico
utilizado por Brunes et al. (2020) y Sigdel et al. (2021), varianza genética
mayor o igual a 0,5 %. Tanto del p-valor como del porcentaje de la varianza,
se obtuvo un listado de marcadores de interés para ser explorados en el
genoma, ver su posicion y su relacionamiento con posibles genes candidatos
gue podrian estar involucrados con el rasgo de temperamento. Para los
graficos de Manhattan plot del p-valor y del porcentaje de la varianza
genética, se utilizo el R.Script salida de POSTGSF90 (Aguilar et al., 2020).

2.6. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO

El andlisis de enriquecimiento genético es una herramienta para relevar
los términos biolégicos y moleculares asociados a un fenotipo de interes.
Para dicho analisis se seleccion6 el 5 % de SNP con mayor efecto (Sigdel et
al., 2021, Jara et al., 2022). Luego, para asignar los SNP a los genes, se
utilizaron procedimientos informéaticos con un script ad hoc en el
programador R (version 4.1.0) (R Core Team, 2021), el paquete de BiomaRt
(version 2.48.3) (Durinck et al., 2005, Durinck et al., 2009) y el conjunto de
datos del genoma de referencia ovino Ovis_aries v3.1
(https://www.ensembl.org; Cunningham et al., 2022). Un SNP fue asignado a
un gen cuando se ubico dentro de un gen o dentro de una distancia
gendmica de 5 kb up-stream y down-stream (Brunes et al., 2020, Sigdel et
al., 2021). Por lo tanto, un gen se asocio al temperamento si contenia al
menos un SNP cuyo efecto estuviera en el 5 % superior de la distribucion.
Posteriormente, para asighar los genes a categorias funcionales, se utilizé
DAVID (del inglés Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery, version disponible 6.8), una base de datos que proporciona un
conjunto integral de herramientas de anotacién funcional para comprender el
significado biologico detras de una lista de genes de interés. Se utilizaron las
bases de datos Ontologia Génica (GO, del inglés Gene Ontology) y Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) para definir los conjuntos de

genes funcionales. Las categorias de anotacién de ontologia génica (GO)
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consideradas en este estudio fueron procesos biolégicos (BP, del inglés
Biological Process), funcion molecular (MF, del inglés Molecular Function) y
componentes celular (CC, del inglés Celular Component). El objetivo de este
andlisis fue conocer las implicancias funcionales de los genes. La
significancia estadistica de los términos enriquecidos se cuantificé con el
umbral de p-valor enriquecido < 0,05, tal como lo brinda la plataforma
DAVID. El p-valor enriquecido considera la proporcion de genes bajo estudio
en relacion con el total de genes que tiene la via. La base de datos Ensembl
es otra plataforma que se utilizé con el objetivo de hacer un mapeo, es decir,
a partir de una variante significativa, ver en qué posicion esta, qué contexto

genomico tiene asociado y relevar genes candidatos.
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3) RESULTADOS

3.1. DATOS FENOTIPICOS DE TEMPERAMENTO

La frecuencia de los puntajes de agitaciébn se concentré hacia la
derecha (distribucion sesgada) (figura 2). La media de agitacion para el total
de la poblacion evaluada fue de 42, con una mediana de 37. El minimo
puntaje fue uno y el maximo 190. Los puntajes por encima de la media
tendieron a dispersarse. En el gréfico de la distribucion de los residuales del
modelo se observa una distribucion aproximada a una campana de Gauss
(figura 3). La edad promedio de los corderos evaluados fue de 160 + 38 dias

al momento de realizar la prueba con el TCA.

100 -
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40 A

Frecuencia

Puntaje de agitacion

Figura 2: frecuencia de los puntajes de agitacion obtenidos con el TCA para

los 4317 corderos merino australiano en respuesta al aislamiento social
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Figura 3: analisis de los residuales del modelo de temperamento para
distribucion Normal (color negro), logaritmo de la distribucion Normal (color

rojo), distribucion Weibull (color verde) y distribuciéon Gama (color azul)
3.2. ESTIMACION DE COMPONENTES DE LA VARIANZA

La varianza genética aditiva fue 111,79 (x 22,88) y la varianza residual
fue 472,60 (+ 20,80). La estimacion de la h? fue de 0,19 (+ 0,038), lo cual,
acorde al criterio establecido por Cardellino y Rovira (1989), se considera

una heredabilidad moderada.
3.3. ESTUDIO DE ASOCIACION GENOMICO

Los marcadores con mayor asociacion estadistica segun el -logio(p)
para cada SNP se encontraron en los cromosomas 2, 3, 6, 8 y 18 (figura 3),
cuya identificacion y ubicacion en el genoma ovino se presentan en la tabla
1. Los SNP Chr3:491375 y Chr6:5216258 se buscaron en las bases de datos
SNP para ver si habia informacion de estos en otros mapas, y efectivamente
no lo han usado en otros paneles, lo que indica que seria un marcador de
prueba y, por ende, carece de informacion. Ninguna de las variantes con
relevancia estadistica estuvieron asociadas a un gen en particular, sino a un
gen cercano a la posicion del SNP (SNP OAR2 184566519.1, gen
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ENSOARGO00000010922; SNP s19585.1, gen ENSOARGO00000000620;
SNP s04767.1, gen ENSOARGO00000000920; SNP OAR8_76247205.1, gen
ENSOARGO00000002177). Los genes cercanos a los marcadores
rs415857290 (chr3) y rs412291714 (chr8) (Tabla 1) se reportan con
funciones de interés asociados a las proteinas W5NS18 y W5NVV2,
respectivamente. EI gen ENSOARG00000000920 (W5NS18) est4 asociado
a la actividad catalitica en el metabolismo de los lipidos, y el gen
ENSOARGO00000002177 (W5NVV2), al sistema inmune, la organizacion

mitocondrial, la diferenciacion mitocondrial y la actividad de la GTPasa.

—logio(p)

T T
& A L T SR N ]

Cromosoma

Figura 4: Manhattan plot de 38268 SNP efectivos para 1697 animales
genotipados pertenecientes a las evaluaciones genéticas nacionales,
incluidos en la base de datos del Sistema uniforme de levantamiento de
registros (SULAR). Numero de cromosoma y umbral de significancia
estadistica del —logio(p) segun ajuste de Bonferroni (linea horizontal
continua) y ajuste estratégico (linea horizontal discontinua) para los SNP

asociados al rasgo de temperamento
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Tabla 1: principales SNP detectados en el ssGWAS para 1697 animales
genotipados merino australiano, codigo de referencia de los SNP, tipo de
variante, significancia estadistica del p-valor transformado a —logio, NnUmero

de cromosoma y posicion en el genoma de referencia en pares de bases

Nombre del SNP Cédigors J{!\?i(;r?tz -logio(p) CHR Pos (pb)
OAR2_184566519.1 rs427386870 Intergenic 6,59 2 174139621
Chr3:491375 - - 5,64 3 -
s19585.1 rs429171258 Intergenic 5,48 18 63268669
Chr6:5216258 - - 5,37 6 -
s04767.1 rs415857290 Intron 5,13 3 500114
OAR8_76247205.1  rs412291714 Intergenic 5,13 8 71065708

SNP = Single Nucleotide Polymorphism; rs = reference snp; -logio(p)

expresion logaritmica del p_valor (P < 0,05); CHR = cromosoma; Pos (pb)
posicion del SNP en el genoma de referencia (version oar_v3.1) en pares de
bases. Los animales genotipados pertenecen a las evaluaciones genéticas
nacionales y estan incluidos en la base de datos del Sistema uniforme de

levantamiento de registros (SULAR).

Por otro lado, la estrategia de analizar la varianza genética explicada
por segmentos o ventanas de 0,5 mbp de SNP adyacentes identifico
regiones gendmicas de interés asociadas al cromosoma 6, 10y 21 (% var =
0,5) (figura 5). Se destaca la region del cromosoma 21 que determiné la

maxima varianza para los SNP (1,4991 %).
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Figura 5: Manhattan plot de 38268 SNP efectivos para 1697 animales
genotipados merino australiano, pertenecientes a las evaluaciones genéticas
nacionales, incluidos en la base de datos del Sistema uniforme de
levantamiento de registros (SULAR). NUmero de cromosoma y porcentaje de
varianza genética aditiva explicada por segmentos adyacentes de 0,5 mbp.
Umbral de significancia estadistica (linea horizontal, % var = 0,5 %) y nueve
genes candidatos con sus respectivos nombres en los cromosomas 6, 10 y
21

La informacion de los SNP mas relevantes encontrados en esas
regiones demuestra que existen nueve genes candidatos para el rasgo de
temperamento (tabla 2). Estos son: PYGM (21:42,295,599-42,307,126),
SYVN1 (21:42,650,559-42,655,527), CAPN1 (21:42,712,976-42,740,799),
LOC101110773 (10:29,275,771-29,457,586), LOC101110521
(10:28,986,741-29,188,660), GRID2 (6:30,768,380-31,534,647), FADS1
(21:39,652,537-39,665,108), SYT7 (21: 39,390,965-39,426,334) y el gen
GPRIN3 (6:35,511,293-35,513,635). En el cromosoma 6 y 10 se identifican 2
genes candidatos posicionales en cada uno, en el cromosoma 21 se
identifican 5 genes candidatos posicionales (tabla 3). El 51,3 % de
marcadores corresponden al tipo de variante intrénica y, a su vez, mas de
uno se identifica con el mismo gen candidato cuando se encuentran en igual

cromosoma (tabla 2).
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Tabla 2: marcadores con mayor varianza genética aditiva detectados en el

SsGWAS para 1697 animales merino australiano genotipados, cédigo de

referencia de los SNP, posicion en el genoma, numero de cromosoma, tipo

de variante y genes candidatos posicionales detectados con los marcadores

Codigo rs pos (pb) CHR % Var Tipo de variante Gen candidato
rs402505013 42,295,749 21 1,4691 Splice acceptor var PYGM
rs419347404 42,601,748 21 1,4519 Intron variant -
rs161627521 42,654,067 21 1,3288 Intron variant SYVN1
rs413708295 42,714,381 21 11617 Intron variant CAPN1
rs421553713 42,714,613 21 1,0906 Intron variant CAPN1
rs161627624 42,715,850 21  0,8537 Synonymousvariant CAPN1
rs408317317 29,353,089 10 0,7803 Intron variant LOC101110773
rs428995675 29,072,930 10 0,7738 Intron variant LOC101110521
rs407693533 35,491,698 6 0,7722 Intron variant -
rs422603241 31,453,177 6 0,7688 Intron variant GRID2
rs422288687 29,304,176 10 0,7678 Intron variant LOC101110773
rs427220269 29,054,709 10 0,7670 Intron variant LOC101110521
rs421383362 29,188,403 10 0,7636 Intron variant LOC101110521
rs409829992 29,162,222 10 0,7624  Intron variant LOC101110521
rs399382510 29,202,499 10 0,7619 Intergenic variant -
rs411759303 35,511,497 6 0,7430 Missense variant GPRIN3
rs400430030 29,421,760 10 0,6745 Intron variant LOC101110773
rs419116702 29,030,595 10 0,6646 Intron variant LOC101110521
rs398879843 35,191,867 6 0,6423 Intergenic variant -
Downstream gene
rs161618576 39,638,962 21 0,6420 variant -
rs424142667 35,511,899 6 0,6415 Missense variant GPRIN3
rs410592527 35,184,703 6 0,6228 |ntergenic variant -
rs408222545 39,642,723 21  0,6204 \L/’;r?;ﬁam gene -
rs419203432 29,415,140 10 0,6173 Intron variant LOC101110773
Upstream gene
rs161618641 39,646,260 21  0,5915 V;’riam 9 -
rs416558978 35,254,368 6 0,5873 Intergenic variant -
rs417392501 39,651,749 21  0,5832 \'?:r‘i"(’,;st”eam gene
rs404318469 42,719,476 21 0,5826 Intron variant CAPN1
rs403363266 39,653,383 21 0,5657 3 prime UTR variant FADS1
rs419203432 29,415,140 10 0,5595 Intron variant LOC101110773
rs403382566 35,512,106 6 0,5508 Missense variant GPRIN3
rs421709693 39,432,569 21  0,5434 Intergenic variant SYT7
rs427110197 39,654,860 21 0,5384 Intron variant FADS1
rs398157763 29,455,959 10 0,5363 3 prime UTRvariant LOC101110773
rs399480023 31,217,615 6 0,5249 Intron variant GRID2
rs399060511 35,275,766 6 0,5247 Intergenic variant -
rs406335698 35,276,244 6 0,5219 Intergenic variant -
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rs = reference snp; pb = pares de bases, posicion del SNP en el genoma de
referencia (version oar v3.1); CHR = cromosoma; % Var = expresion
porcentual de la varianza genética; (-) = no se detectd gen candidato para la
posicién del SNP. Los animales genotipados pertenecen a las evaluaciones
genéticas nacionales y estan incluidos en la base de datos del Sistema

uniforme de levantamiento de registros (SULAR).

Tabla 3: genes candidatos localizados en las regiones del genoma definidas
por ventanas de 0,5 mbp y que explican una varianza genética = 0,5 %.
Numero de cromosoma y su posicion en pares de bases en el genoma ovino

de referencia version oar_v3.1

Cromosoma Inicio Fin Genes candidatos

6 35,138,403 35,512,106 GRID2, GPRIN3

10 29,030,595 29,455,959 LOC101110773, LOC101110521
21 39,432,569 42,419 476 g%\" SYVNI, CAPNI, FADSI,

3.4. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO

El conjunto de SNP de mayor efecto definié un set de 900 genes unicos
en el genoma de referencia ovino. El p-valor enriquecido de cada término
biologico indico la importancia del término con respecto al set de genes
analizados (tabla 4, figura 6). Se identificaron varias rutas metabolicas
significativas (KEGG pathways) (p-valor < 0,05) que fueron agrupadas en
cuatro categorias: sefializacién, metabolismo, esteroidogénesis y otros (tabla
4). En el analisis de enriquecimiento funcional en la categoria de anotacion
de procesos bioldgicos, se seleccionaron algunos términos para explorar,
basados en la asociacion del temperamento con la calidad de carne (PB:
regulacion positiva de la sefalizacibn mediada por calcio); diferencia en
reactividad entre los temperamentos extremos (PB: locomocién vy
comportamiento) y la asociacion diferencial en la particion de energia (PB:

metabolismo de lipidos y carbohidratos).
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Tabla 4: principales rutas metabdlicas detectadas en el andlisis de
enriquecimiento funcional con la plataforma DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) a partir de la lista de
genes candidatos posicionales con el 5 % de SNP de mayor efecto y su

clasificacion en 4 clases asociadas al p-valor de enriquecimiento

P-valor

Rutas metabdlicas enriquecido
Sefializacion

Sistema de sefializacién de fosfatidilinositol 0,0042

Unién Adherente 0,0094

Via de sefializacion de la fosfatasa D 0,0240

Vias en el cancer 0,0310

Guia de ax6n 0,0370

Via de sefializacién del calcio 0,0480
Metabolismo

Biosintesis de glicosaminoglicanos-sulfato de heparina/heparina 0,0070

ECM:-interaccion con el receptor 0,0270

Vias metabdlicas 0,0340
Esteroidogénesis

Esteroidogénesis en el ovario 0,0170
Otros

Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho 0,0370
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Figura 6: categorias de anotacion de ontologia génica representada por
funciones moleculares (color celeste), componentes celulares (color violeta)
y procesos biolégicos (color verde), para el set de genes candidatos
posicionales con el 5 % de SNP de mayor efecto en funciéon del —log del p-

valor enriquecido
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4) DISCUSION

El presente estudio contribuydé a dilucidar la base genética del
temperamento en ovinos, especialmente en la busqueda de polimorfismos
gue se asocien a este rasgo fenotipico. El sSGWAS confirmoé la hipotesis de
gue existen polimorfismos de SNP que estan asociados estadisticamente al
rasgo de temperamento y, a su vez, que la variabilidad genética aditiva no se
distribuye homogéneamente a lo largo del genoma, sino que existen
regiones asociadas a una mayor variabilidad. Se consideran estos
resultados valiosos y relevantes debido a lo siguiente: 1) se trabaj6é con una
poblacién de animales que no estaban previamente seleccionados por
temperamento, 2) se utilizo un panel molecular completo e informativo que
brinda datos reportados por grupos de investigadores australianos, europeos
y estadounidenses (GGP_50k ovi), y 3) el tamafio de la muestra de
animales genotipados y en genealogia estuvo acorde a metodologia
utilizada. Por lo tanto, la fuente de informacion para realizar el estudio de
asociacion fue confiable y robusta y contemplo la estructura de la poblacion
al incluir las matrices de genotipado y la de genealogia. Como parte de los
resultados de este estudio, se detectaron 9 genes candidatos posicionales,
conjuntos de genes funcionales, procesos bioldgicos y vias de sefializacion
de genes que subyacen al temperamento en la raza merino australiano,
varios de los cuales no han sido reportados previamente. Por lo tanto, esta
tesis aporta al conocimiento del polimorfismo de SNP asociados al
temperamento en ovinos y abre nuevas ventanas de exploracion para

futuros trabajos.
4.1. TEMPERAMENTO Y HEREDABILIDAD

La distribucion de los puntajes de agitacion medidos con el TCA se
concentrd por debajo del promedio de los datos, y la frecuencia de animales
con mayor puntaje fue la menos abundante. La media estuvo por debajo de
los valores reportados para otras razas en Australia, medidos también con el

TCA (55 para poll dorset; 63 para border leicester; 65 para merino, 62 para
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poll merino y 88 para white Suffolk (Blache y Ferguson, 2005a). Estos
valores sugieren que los animales merino australiano en Uruguay serian
mas calmos que los merinos de Australia y, a su vez, los menos reactivos al
compararlos con las otras razas.

La heredabilidad estimada del temperamento segun el criterio de
clasificacion de Cardellino y Rovira (1989) es moderada, y demuestra que
seria factible incluir este rasgo en un esquema de seleccion. El valor
estimado (0,19) es consistente con la h? para ovejas adultas (0,20, Plush et
al.,, 2011) y se asemeja a la h? para corderos de la raza corriedale (0,18,
Zambra et al.,, 2015). En un estudio anterior donde se considerdé una
subpoblacién de los datos utilizados, la h? para corderos merino australiano
fue de 0,31 + 0,06 (dos generaciones, n = 2952 animales, Zambra et al.,
2015). La diferencia con el valor estimado puede deberse a un aumento de
la poblacion y a la inclusién de la informacion gendmica de los animales, lo
gue se traduce en una mayor precision. Por otro lado, en un reporte
australiano donde incluyeron mas razas de ovinos, la h? fue mayor: merino
australiano 0,38; poll dorset 0,41; white suffolk 0,29; poll merino 0,41 (Blache
y Ferguson, 2005a). La h? del temperamento para otras especies
productivas no se aleja mucho al valor estimado (bovinos: 0,22 — 0,26, Le
Neindre et al., 1995, Burrow et al., 1988; equinos: 0,23, Oki et al., 2007). A
pesar de que el temperamento no esta econdémicamente valorado, varios
estudios confirman su incidencia en caracteres productivos (Voisinet et al.,
1997, Wulf et al., 2002, Sart et al., 2004, Bickell et al., 2010, Van Lier et al.,
2017), sin embargo, existe la necesidad de validar la seleccion de animales

segun su temperamento y la correlacion con otros rasgos productivos.
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4.2. CROMOSOMA 21 Y GENES CANDIDATOS

En el cromosoma 21, entre los pares de bases 39,432,569 vy
42,419,476, se detectd una region del genoma que determiné la mayor
varianza genética (1,4691 %) para el rasgo temperamento. Se consideraron
5 genes que se describen a continuacion. El gen PYMG (intervalo
42,295,599-42,307,126 pb) codifica para la enzima glucégeno fosforilasa
muscular, una enzima alostérica con actividad catalizadora del glucégeno
gue juega un papel central en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa celular y del organismo (Tan et al., 1997). La deficiencia de dicha
enzima fue reportada en humanos y en ovinos como causante de sintomas
de intolerancia al ejercicio, ya que habria menos glucosa disponible para la
contraccion muscular (Tan et al., 1997). La consecuencia de tener menor
disponibilidad de energia para el organismo afecta negativamente la
respuesta de estrés, donde el principal objetivo de los cambios fisiologicos
es aumentar la disponibilidad de energia para «luchar o huir» como
respuesta al estresor (Sapolsky et al., 2000, Damian et al., 2015). De esta
manera, animales con diferencias en esta enzima podrian responder de
diferente manera al estrés, incluso no poder superar el desafio. Esto también
podria repercutir en la terneza de la carne posfaena, ya que deficiencias de
glucégeno muscular impiden su correcta acidificacion por producir menor
cantidad de &cido lactico (Soria y Corva, 2004). Por lo tanto, por via de este
gen, el temperamento podria afectar la terneza de la carne (Del Campo et
al., 2011), una de las caracteristicas organolépticas mas valoradas
comercialmente por la industria y por el consumidor (Torino, 2013).

En este mismo sentido, tres variantes, rs413708295 (21:42,714,381
bp), rs421553713 (21:42,714,613 bp) y rs161627624 (21:42,715,850 bp), se
asociaron al gen CAPN1 (intervalo 42,712,976-42,740,799 bp), gen de las
proteinas proteoliticas que codifica para la subunidad mayor de m-calpaina |
(Speck et al., 1993, Page et al., 2002). Varios resultados de la investigacion
describen y asocian la importancia de este gen con la calidad del producto

(Casas et al., 2000, Page et al., 2002), ya que el proceso de protedlisis post
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mortem seria el mayor responsable de la variacion de la terneza
(Koohmaraie et al., 1995). Dos SNP localizados en los exones 9 y 14 en un
toro piamontés-angus origind una sustitucion de aminoacidos en la proteina
de CAPN1. El cambio de citocina por guanina en el exén 9 provocé la
sustitucion de alanina por glicina en la posicion 316 de la secuencia proteica
(A3 ® G36), mientras que el cambio de guanina por alanina determiné la
sustitucion de valina por isoleucina en la posicion 530 (V5 ® 1%%0) (Page et
al., 2002). El andlisis de los genotipos reveld que los alelos (G*3¢ / [5%0)
produjeron carne menos tierna en comparacion con los genotipos con alelos
(A36 [ V5%0) (Page et al., 2002). El gen CAPN1 podria influenciar en el
temperamento y provocar diferencias en la calidad de la carne.

La variante rs161627521 (21:42,654,067 bp) identifico al gen SYVN1
(intervalo 42,650,559-42,655,527 bp), un gen que codifica para la proteina
W5PTU3 (RING-type E3 ubiquitin transferase) con actividad catalitica,
vinculada a las vias de ubiquitinacion y modificacién proteica, que es parte
de la modificacion de proteinas (The UniProt Consortium, 2021). Otro gen
registrado por dos marcadores rs403363266 (21:39,653,383 bp) vy
rs427110197 (21:39,654,860 bp) fue el gen FADS1 (intervalo 39,652,537-
39,665,108 bp), asociado a la proteina W5PWA9 en ovinos. Esta proteina
forma parte del metabolismo de los lipidos, de la ruta de biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) (The UniProt Consortium, 2021),
especificamente es un punto de control en la velocidad de desaturacion y
elongacion para generar PUFA de cadena larga (Athinarayanan et al., 2020).
El dltimo gen candidato del cromosoma 21 es el SYT7 (intervalo 39,390,965-
39,426,334 bp) y se asocio a la variante rs421709693 (21:39,432,569 bp).
Las funciones moleculares y procesos biolégicos vinculados a este gen
estan asociadas al calcio (por ejemplo, regulacién, activacion dependiente
para la fusion de vesiculas sinapticas, exocitosis de neurotransmisores,
reparacion de la membrana plasmatica, regulacion de la secrecién de
dopamina, secrecidén de glucagon, secrecion de insulina, entre otros) (The

UniProt Consortium, 2021). Las principales enzimas de la protedlisis
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dependen del calcio (Koohmaraie, 1992, Muir et al., 1998) y, por lo tanto,
todo lo que esté relacionado a las concentraciones plasméaticas del calcio
podria estar implicado en la calidad de la carne. Ademas, en la literatura hay
genes que fueron asociados con rasgos de comportamiento y que también
se encuentran dentro o cerca de la regidbn gendmica de interés del
cromosoma 21. Es el caso del gen CHRM1 (21:37,9-48,4 Mb), receptor
colinérgico muscarinico, que estaria vinculado con la locomocién, la
cognicién y el sistema nervioso (Tanda et al., 2007). Por lo tanto, los SNP
del cromosoma 21 encontrados en el presente estudio podrian ser usados
como marcadores moleculares para futuros estudios enfocados en genes
candidatos asociados al temperamento o0 a rasgos de comportamiento que

afecten la reactividad y que estén asociados a la calidad de la carne.
4.3. CROMOSOMA 10Y GENES CANDIDATOS

La region de interés en el cromosoma 10 estd comprendida entre los
pares de bases 29,030,595 y 29,455,959. Las variantes rs408317317
(10:29,353,089 bp), rs422288687 (10:29,304,176 bp), rs400430030
(10:29,421,760 bp), rs419203432 (10:29,415,140 bp) y rs398157763
(10:29,455,959 bp) identificaron el gen LOC101110773 (EEF1A1) (intervalo
29,275,771-29,457,586 bp), vinculado a funciones moleculares de actividad
energética. Especificamente, la proteina codificada W5PD15 (factor de
elongacion alfa 1) promueve la unién dependiente de GTP de aminoacil-
tARN al sitio A de los ribosomas durante la biosintesis de proteinas (The
UniProt Consortium, 2021). También se detectdé el gen LOC101110521
(intervalo 28,986,741-29,188,660 bp) y los cinco marcadores asociados
fueron rs427220269 (10:29,054,709 bp), rs421383362 (10:29,188,403 bp),
rs409829992 (10:29,162,222 bp), rs428995675 (10:29,072,930 bp) y
rs419116702 (10:29,030,595 bp). Este gen en la plataforma Ensembl esta
descripto como gen FRY. Un estudio fenotipico en ovejas de raza merino y
derivadas de merino menciona este gen vinculado a los rasgos fenotipicos

de la calidad de lana, el peso de vellon y el largo de mecha (Megdiche et al.,
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2019). En este mismo estudio también esta descripto el gen EEF1Al
(LOC101110773) como parte de un set de genes de interés bioldgico que
contribuye a dilucidar la base genética del fenotipo merino (Megdiche et al.,
2019). La mitad de los SNP del cromosoma 10 que aportan a la varianza
genética del temperamento se asoci6 a funciones moleculares de actividad
energética. Esto concuerda con aspectos de reactividad como respuesta
fisiolégica al estrés, donde el animal reconoce la amenaza a la homeostasis
y se activan respuestas bioldgicas para restablecer la funcién normal de
homeostasis y el bienestar (Moberg, 2000).

4.4, CROMOSOMA 6 Y GENES CANDIDATOS

En la region del cromosoma 6, que comprende mas del 0,5 % de la
varianza geneética (intervalo 35,138,403 - 35,512,106 bp), se identifico el gen
candidato GPRIN de la subfamilia nimero 3 (GPRIN3) (intervalo 35,511,293-
35,513,635 bp) asociado a las variantes rs111759303 (6:35,511,497 bp),
rs424142667 (6:35,511,899 bp) y rs403382566 (6:35,512,106 bp). Este gen
esta altamente expresado en la glandula adrenal y codifica para la proteina
W5NQE9 en ovinos, pero actualmente no hay muchos estudios en
profundidad acerca de esta. Sin embargo, se considera un hallazgo
relevante dado que la glandula adrenal interviene en la respuesta al estrés
(ejes SAM y HHA, Moberg, 2000, Sapolsky et al., 2000, Selye, 1939,
Sapolsky et al., 2000) y existen diferencias en la frecuencia del polimorfismo
segun el tipo de temperamento (Qiu et al., 2016). El genotipo A/A del
polimorfismo tipo SNP628 del gen CYP17 involucrado especificamente en la
produccion de cortisol fue mas frecuente en ovejas de la linea nerviosa,
mientras que el genotipo G/G lo fue en ovejas de la linea calma (Qiu et al.,
2016).

Otro gen candidato fue el GRID2 (intervalo 30,768,380-31,534,647 bp),
asociado a dos marcadores, rs399480023 (6:31,217,615 bp) y rs422603241
(6:31,453,17 bp). Este gen codifica para la proteina W5QA32 (receptor del

glutamato, GLU), que esta relacionada a procesos biologicos vinculados a la
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regulacion de la transmisién sinaptica (The UniProt Consortium, 2021).
Particularmente el receptor de GLU funciona como un canal i6nico en el
sistema nervioso central y juega un papel muy importante en la excitacion de
la transmision (The UniProt Consortium, 2021). El GLU es un aminoacido
esencial y es el neurotransmisor mas abundante en el cerebro, implicado
ademas en la regulacion de procesos comportamentales, sociales, de
aprendizaje, memoria, sensitivos y cognitivos (Giménez et al., 2018). El GLU
esta descripto como uno de los aminoacidos neuroestimuladores de la
reproduccion que favorece la secrecion pulsatil de GnRH y LH (Mahesh y
Bran, 2005), y regula el comportamiento sexual mediante la dopamina,
debido a su accion en las neuronas hipotalamicas de la GnRH (Iremonger et
al., 2010). Investigaciones recientes en ovinos demostraron que la inclusion
de aminoacidos especificos en la dieta, como son arginina, glutamina,
leucina y glicina, tiene efectos beneficiosos sobre la supervivencia y
crecimiento embrionario y fetal (Wu, 2010, Saevre et al., 2011, Crane et al.,
2016). Por lo tanto, los SNP detectados en el cromosoma 6 comprenden dos
genes relevantes, uno que se expresa en el eje vinculado a la respuesta de
estrés (eje HHA, gen GPRIN3) y otro que se expresa centralmente (gen
GRIDZ2). El temperamento es clave en ambos escenarios, ya que una mayor
reactividad afecta negativamente el funcionamiento del eje enddcrino
reproductivo (Dobson y Smith, 2000, Damian et al., 2015).

4.5. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL

El analisis de enriquecimiento funcional permitio identificar varias rutas
metabdlicas enmarcadas por conjuntos de genes funcionales. Cualquier gen
dado se asocia con un conjunto de términos de anotacion. Si los genes
comparten un conjunto similar de esos términos, lo mas probable es que
estén involucrados en mecanismos biolégicos similares. La plataforma
DAVID brinda un algoritmo referenciado a estadisticas kappa, que cuantifica
el grado de concordancia de los genes que comparten términos de anotacion

similares. El resultado de Kappa varia de cero a uno (mayor valor, mayor
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concordancia). En la via de sefalizacion del calcio (p-val = 0,048) se
agruparon varios genes, dentro de los cuales se destacan tres: gen HTR5A,
receptor de serotonina; gen DRD1, receptor de dopamina y gen GRM1,
receptor 1 de glutamato. Una exploracién mas cercana de la sefalizacién del
calcio derivo en los siguientes términos de anotacion: contraccion muscular
cardiaca (kappa = 0,42); sefializacion de oxitocina (kappa = 0,41); sinapsis
del glutamato (kappa = 0,35) y sinapsis de dopamina (kappa = 0,31). Los
neurotransmisores dopamina y serotonina estan involucrados en la
respuesta al estrés en una variedad de especies, mediante la activacion de
sus diferentes receptores (Reif y Lesch, 2003, Noblett y Coccaro, 2005). Por
su parte, el GLU es un neurotransmisor involucrado en la reproduccion
debido a su accion favorable sobre neuronas hipotalamicas para la secrecion
de GnRH (Iremonger et al., 2010), ademas de estar involucrado en procesos
sociales, sensitivos y cognitivos (Giménez et al., 2018). La oxitocina es un
regulador importante de comportamientos sociales (Damian et al., 2021)
como el comportamiento maternal (Meyer-Lindenberg et al., 2011) y el
reconocimiento en humanos (Kumsta y Heinrichs, 2013). Variaciones en el
gen del receptor de oxitocina se asociaron al temperamento, la reactividad a
los factores estresantes y los comportamientos agresivos (Malik et al., 2012
Tost et al., 2010, Rodriguez et al., 2009). En consecuencia, el set de genes
definido por los SNP de mayor efecto determind que la via enriquecida de
sefalizacion del calcio tiene un estrecho relacionamiento con el
temperamento, ya que involucra varios aspectos moduladores de este rasgo
y de sus efectos fisiolégicos, como se ha descripto anteriormente en
aspectos reproductivos (Bickell et al., 2010, Van Lier et al., 2017).

En la via metabdlica de esteroidogénesis en el ovario (p-val = 0,0170)
se agruparon los genes CYP2J (citocromo P450); gen del receptor de la
hormona foliculo estimulante (FSHR); gen de la enzima hidroxiesteroide 17-
beta deshidrogenasa (HSD17B2) y dos genes asociados a la sintesis de
prostaglandina (PGFS, PTGS2). Estos genes vinculados con la reproduccién

reafirman la asociacion del temperamento con caracteristicas reproductivas
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y que afecta varios niveles del funcionamiento del eje enddcrino-
reproductivo: hipotdlamo-hipofisis-gonadal (HHG) (Dobson y Smith, 2000,
Von Borell et al., 2007, Damian et al., 2015, Narayan y Parisella, 2017). Se
destaca el gen ACTN2 en la via de miocardiopatia arritmogénica del
ventriculo derecho (p-val = 0,037). Este gen codifica para la proteina actinin
alfa 2, reportada para humanos, que se expresa tanto en musculos
esqueléticos como en los cardiacos y su funcién en el anclaje de filamentos
delgados de actina miofibrilar (Beggs et al., 1992, Murphy y Young, 2015,
Ribeiro et al., 2014). Recientemente se ha encontrado una variante en la
region reguladora de este gen que conduce a deficiencias cardiacas
(Arvanitis et al., 2020). Sin embargo, su asociacibn con el rasgo
temperamento en ovinos no ha sido reportado aun.

Uno de los procesos biolégicos enriquecidos considerd el término
regulacion positiva de la sefializacion mediada por calcio (GO:0050850, p-val
= 0,001), donde se observé el gen del receptor de FSH y otros (CD24,
CDH13, SYK, LOC101112639). EI término locomotory behavior
(GO:0007626, p-valor = 0,036) considera el movimiento especifico de un
lugar a otro del animal en respuesta a estimulos externos o internos y/o una
combinacion del estado interno y las condiciones externas de ese animal. Un
subset de este GO_term se vincula directamente con el término behavior
(GO:0007610), descripto como las respuestas de un animal a estimulos
internos o0 externos (acciones o inacciones), a través de un mecanismo que
involucre la actividad del sistema nervioso. Otro GO _term regulation of ERK1
and ERK2 cascade (GO:0070372, p-val = 0,032) participa en varias
respuestas biologicas. Este término se asocia a varios procesos que
modulan la frecuencia, la tasa o el alcance de la transduccion de sefales
mediada por la cascada de ERK1 y ERK2 (Extracellular-Signal-Regulated
Kinase). Esta cascada de sefializacion es una ruta formada por proteinas
guinasas activadas por mitdgenos que regulan una amplia variedad de
procesos celulares como la proliferacién y la diferenciacion, o respuestas

biol6gicas como la supervivencia y el estrés (Herrero, 2012). También se
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releva el GO_term vinculado a los procesos metabdlicos de carbohidratos
(G0O:0005975, p-val = 0,013) por la asociacién que presenta la disponibilidad
de energia para hacer frente a un estresor, especificamente las respuestas
fisiologicas al estrés que incluyen un aumento de la tasa metabdlica y del
gasto energético, asi como también un incremento en el catabolismo de
lipidos y degradacion de proteinas. Estos cambios fisiol6gicos en el animal
ayudan a mantener la disponibilidad de energia y oxigeno de forma
inmediata (Sapolsky et al., 2000, Damian et al., 2015), y son la base de lo
gue se conoce como respuesta de «lucha o huida», primera respuesta
autonoma del individuo para hacer frente al estresor o para escapar de este
(Cannon, 1914).
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5) CONCLUSIONES

El presente trabajo permiti6 conocer SNP asociados al rasgo
temperamento en ovinos. Dichos SNP no fueron reportados previamente, lo
cual abre una ventana de exploracion para futuros trabajos no soélo
vinculados al temperamento, sino también a diferentes vias metabdlicas que
podrian repercutir en aspectos de produccién y bienestar.

La varianza genética de los SNP revel6 que existen regiones del
genoma asociadas a una mayor variabilidad y que el temperamento no esta
regulado por el efecto de un gen mayor, sino que es una caracteristica
multigénica. Estas regiones con mayor influencia en la variabilidad genética
aditiva permitieron detectar nueve genes candidatos asociados a los
cromosomas 6, 10 y 21 (GRID2, GPRIN3, LOC101110773, LOC101110521,
PYGM, SYVN1, CAPN1, FADS1, SYT7), vinculados con la actividad
energética del organismo, la transmision sinaptica, la terneza de la carne y la
actividad del calcio. La identificacion de estos genes y rutas metabdlicas y
sus respectivas funciones podria contribuir a una mejor comprension de los
mecanismos genéticos que regulan el rasgo temperamento en ovinos.

El andlisis de enriquecimiento funcional permitio identificar funciones de
genes y complementar los resultados del estudio de asociacion. EI 5 % de
los SNP de mayor efecto determiné un set de 900 genes vinculados con
varias rutas metabdlicas, donde el andlisis de la ontologia génica muestra
gue hay varios procesos vinculados a la regulacion de ATP, del calcio, la
actividad celular, la locomocion y el comportamiento, el metabolismo de
lipidos y carbohidratos, la modulacion de la transmision sinaptica, entre
otros. Varias de estas rutas metabdlicas resultan de interés para el rasgo

temperamento y conducen a la necesidad de seguir explorando.
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ABSTRACT

Temperament can be defined as the emotional variability among animals of
the same species in response to the same stimulus, thus being able to group
animals by reactivity as nervous, intermediate or calm. The main objective
was to identify the SNP associated with the temperament phenotype; the
secondary was to identify candidate genes and pathways. The database
used for the sSGWAS consisted of 4,317 phenotyped animals, 1,697 animals
genotyped and 10,799 animals in the pedigree. The estimated heritability
was 0.19+0.03 (xSEM). After quality control 38,268 effective SNP were used.
The ssGWAS identified three genomic regions that explained the greatest
percentage of the genetic variance, resulting in 25 SNP associated with nine
candidate genes on chromosomes 6, 10 and 21. The candidate genes were
PYMG gene (rs402505013, %var=1.46) linked to glycogen energy
metabolism; CAPN1 gene (rs413708295, %var=1.16; rs421553713,
%var=1.09; rs161627624, %var=0.85; rs404318469, %var=0.58) associated
with meat tenderness; GRID2 gene (rs422603241, %var=0.76;
rs399480023, %var=0.52) glutamate receptor, related to biological
processes of synaptic transmission and SYT7 gene (rs421709693,
%var=0.54), associated with calcium metabolism. The detected SNP could
be used as molecular markers for future studies associated with

temperament trait or behavioral associated to stress.

Keywords: ssGWAS, ovis aries, PYMG, CAPN1, GRID2, SYT7
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1) INTRODUCTION

Temperament is a tool to understand animal behavior and could be defined
as the emotional variability among animals of the same species in response
to the same stimulus (Blache and Bickell 2010). The animals perceive and
react to environmental stimuli, such as novelty, uncertainty, challenge or
change (Clarke and Boinski 1995). Furthermore, temperament refers to
individuals’ consistent behavioral styles or tendencies and can be
represented in opposites as shy or bold, sociable or aggressive, restless or
quiet (Southerland et al. 2012). Different physiological and behavioral
responses have been used as indicators to classify animals according to their
temperament (Veissier et al. 2009), and can be described as calm, nervous,

or neutral.

The heritability of sheep temperament in Australia, measured with the
Isolation Box Test (IBT), is between 0.14 and 0.41 depending on the breed
(Blache and Ferguson 2005a). In Uruguay, with the same phenotypic test
(IBT), heritability ranges from 0.18 to 0.31 for the Corriedale and Australian
Merino breeds, respectively (Zambra et al. 2015). However, it is a trait that
has not been economically valued, despite having an influence on traits of
productive interest, such as ovulatory rate (Bickell et al. 2010; Van Lier et al.
2017), meat quality (Wulf et al. 2002), animal weight gain (Voisinet et al.
1997), milk and colostrum quality (Sart et al. 2004; Hawken et al. 2012),
favoring animal welfare (Del Campo 2011) and providing safety to the
operator associated with a less reactive animals or of a calmer temperament
(Haskell et al. 2014).

Variability in animal temperament may be influenced by polymorphism of
genes that are expressed in the brain, or along the sympathic-adreno-
medullary axis (SAM) of the autonomic nervous system and hypothalamus-
pituitary-adrenal axis (HPA) (Qiu et al. 2016, 2017). The SNP is the most
common type of polymorphism where a single base is changed for another
(e.g. GGTACC/GGTGCC) at a frequency greater than 1 % in a population
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(Brookes 1999). A very powerful tool called Single Step Genomic Wide
Association Study (ssGWAS), which identifies SNP for the phenotype of
interest, has been developed for the inclusion of genomics in selection
programs (Aguilar et al. 2010). The ssGWAS method uses genomic breeding
values (GEBV) based on the combined pedigree, genomic and phenotypic
information and its conversion to SNP marker effect. Through computational
tools, the SNP effects, genetic variance and the p-value of SNP associated
with temperament trait can be calculated (Wang et al. 2012). Therefore, we
proposed to use this methodology with a set of genealogical, phenotypic and

genomic data to explore the temperament trait in Merino sheep in Uruguay.

The working hypothesis of this study is that there are SNP associated with
the temperament trait in Australian Merino sheep. The main objective of this
study was to identify the SNP associated with the temperament phenotype
that explained the greatest genetic variance and to subsequently do gene-set
analyses to identify candidate genes, functional gene-sets and gene

signaling pathways implicated in temperament of sheep.
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2) MATERIALS AND METHODS

2.1. PHENOTYPE DATA

A total of 4,317 lambs were tested for temperament between one and three
months post-weaning, including four progeny: 2010, 2011, 2018 and 2019.
The records of temperament scores were included in the genetic database
(SULAR, Uniform System of Survey and Records Storage, of the National
Genetic Evaluation). Temperament was measured using the Isolation Box
Test (IBT) (Blache and Ferguson 2005a and 2005b). The dimensions of the
box were 1.50 m (L) x 1.50 m (H) x 0.75 m (W). Each lamb was gently
pushed inside the box, held there for 30 seconds, and agitation was
objectively measured by an agitation meter. The agitation meter registered
the vibrations of the box induced by the lamb’s movements and high-pitched
vocalizations. The higher the agitation score, the more nervous the sheep.
The IBT was calibrated with an electronic unit to high and low agitation score.
The intra-test coefficients of variation (CV %) of the IBT were 7.17 % and
7.93 % for the high and low setting, respectively. The inter-test CV % of the
IBT were 9.37 % and 9.29 % for the high and low setting, respectively. There
was no previous selection of animals and they had no previous experience
with IBT. All procedures were approved by the Honorary Commission for
Animal Experimentation (Comisién Honoraria de Experimentacién Animal,
CHEA, protocol N° 020300-000653-18-ID, CHEA 701), Universidad de la
Republica.

2.2. GENOTYPE DATA

A total of 1,697 lambs were genotyped for 43,705 SNP and the molecular
information was obtained using the Geneseek Genotypong Profile panel
(GeneSeek ® Genotyping Profile, GGP, lllumina, San Diego, California).
Quality Control (QC) was conducted using PREGSF90 by animals and SNP.
Animals were removed from the analysis when the call rate was < 95 % and
when presenting Mendelian conflicts. The SNP were removed when the call
rate was < 90 %; SNP with Minor Allele Frequency < 95 % (MAF) and
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monomorphic SNP. Sex chromosomes were not included in the analysis.
After QC, a total of 38,268 effective SNP were retained for subsequent

genomic analyses.
2.3. PEDIGREE DATA

Pedigree data of 10,799 Merino sheep was used and the Off-Diagonal
correlation between genomic information and pedigree data was 0.86. The
genealogy level considered was level 3.

2.4. STATISTICAL ANALYSIS

The mixed model to perform a ssGWAS included fixed effects (genetic and
environmental) and random effects. The fixed effects were contemporary
group (year, flock, sex and rearing group), dam age (< 2 years, 2 to 3 years
or > 3 years) and type of birth (single or twin).

The age of the lamb at the time of measurement with the IBT was considered
as a co-variable. Through BLUP suite programs, it was possible to include
the genomic information into this model to obtain the genomic estimated

breeding value (GEBV) for temperament and the SNP effects.
The following model was used (Zambra et al., 2015):
Yikm= CGi + th; + amy + Blajxm + am + €jjkim

where: Y is the temperament data of the lamb m; CG; is the contemporary
group (i: year-flock-sex-rearing group; 73 levels), tb; the type of birth of lamb
(: single (1), twin (2)), amk the age of dam of lamb subdivided into 3 classes
(k1= < 2 years ewe, ko= 2 to 3 years ewe and k; = > 3 years ewe), B is the
regression coefficient of the age of the lamb on temperament, la is the co-
variable of lamb age at the time of measurement, a is the additive effect of
the animal with distribution am ~ N (0, 02 A), where 024 is the additive
variance of temperament, A is an additive relationship matrix, and e is the
random effect of the error with independent normal distribution between the

observations with variance o?2e.

73

Revista a enviar el articulo: Journal of Genetics and Genomics



2.4.1. Estimation of Genetic Parameters

The variance components necessary for the model were estimated by
airemlf90 program version 1.148 of BLUPF9O0.

The heredability was calculated as:

o3

W= —2—
(aé + &)

where 2 is the genetic variance and o7 is the residual variance.
2.5. SINGLE STEP GENOME WIDE ASSOCIATION STUDIES (SSGWAS)

The main reason for using a sSGWAS was the ability to combine all the
available pedrigree, phenotype and genotypes information into a single
evaluation. The result of combining the genomic (SNP) and pedigree
information is the matrix [H], where the molecular information of genotyped
animals is projected, through relatives, to individuals that are not genotyped
(Misztal et al. 2018). Here, the classical pedigree relationship matrix [A] is
replaced by matrix [H]. Thus, all the SNP are considered simultaneously
together with all the phenotypes of the genotyped and non-genotyped
animals (Aguilar et al. 2010; Wang et al. 2014). This genomic study is
possible with the use of the BLUPF90 software, which is a family of programs
for the estimation of variance components and for genetic evaluation (Misztal
et al. 2020). The matrix [H] is complex; it can be simplified to its inverse [H-1]
(Aguilar et al. 2010; Christensen and Lund 2010) as follows:

0 0

-1 _ -1
H==A4"% 19 -1 - a3

where G is the inverse of genomic relationship matrix (it is for genotyped
animals, proportion of alleles shared between animals); A1 is the inverse of
pedigree relationship matrix; and A22! is the inverse of the pedigree
relationship matrix for genotyped animals. The genomic matrix was created
as follows (VanRaden 2008):
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ZDZ’
¥M. 2pi (1 - pi)

G =

where Z is an incidence matrix adjusted for allele frequencies; D is a diagonal
matrix of weights for SNP variances; Z' is the transpose; M is the number of

SNP; and pi represents the minor allele frequence of each SNP.

The percentage of genetic variance (% var) explained by a given 0,5 Mb
region has been calculated as follows (Wang et al. 2014):
Var ( l) Var (Z] 1 ]u]

X 100% =
o o

X 100%

where ajis genetic value of the i-th region that consist of contiguous 20 SNP;
0?2 is the total genetic variance; Z; is vector of gene content of the j-th SNP for

all individuals, and (; is marker effect of the j-th SNP within the i-th region.
The SNP effects were estimated as follows (Stranden and Garrik 2009):

A 1 Z/G—ll\
da= —— u
2 pig; ’

where Z" is the transpose of Z matrix; G is the genomic matrix for genotyped

animal; (i, is the genomic breeding value for genotyped animals and pig; are

the allele frequencies.
2.6. SNP SELECTION AND GENOMIC REGIONS

To identify markers associated with temperament, we worked with the p-
value of the SNP and the % var explained by windows or adjacent segments
of 0.5 mbp. These statistical arguments were obtained with the BLUP
POSTGSF90 program (Aguilar et al. 2020). Once the analysis was carried
out, numerous p-values were available, as well as SNP, which were plotted
logarithmically along the genome in a Manhattan plot. The association was
represented by the -log10(p) for each marker and the significance threshold
for the data set was established using the statistical technique of Bonferroni
adjustment (1936):
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[-log10(a / n)]

where a is the significance level (p < 0.05) and n is the number of SNP after
quality control (Mancin 2020). Thus, the genome significance threshold was —
log10(0.05/38,268) = 5.88. However, with the aim of being able to cover
more information and considering the lack of knowledge about biological
mechanisms associated with the temperament trait, a more flexible horizontal
threshold of the —log value of 5.0 was proposed. The statistical threshold
used by Brunes et al. (2020) and Sigdel et al. (2021), % var = 0.5 %, was
used to define the significance of a SNP according to the % var that it
explained. A list of markers of interest was obtained, both from the p-value
and from the % var, to explore in the genome, to find their position and their
relationship with possible candidate genes that could be involved with the
temperament trait. The R.Script output from POSTGSF90 (Aguilar et al.
2020) was used for The Manhattan plot graphs of the p-value and the % var.

2.7. GENETIC ENRICHMENT

We used genetic enrichment analysis as a tool to identify the biological and
molecular terms associated with a phenotype of interest. For this analysis,
the 5 % of SNP with the greatest effect were selected (Sigdel et al. 2021,
Jara et al. 2022).

2.7.1. Mapping SNP to Genes

To assign SNP to genes, computational procedures were used with an ad
hoc script in the R programmer (version 4.1.0) (R Core Team 2021), the
BiomaRt package (version 2.48.3) (Durinck et al. 2005; Durinck et al. 2009)
and the Ovis_aries_v3.1 ovine reference genome data set
(https://www.ensembl.org; Cunningham et al. 2022). An SNP was assigned
to a gene when it was located within a gene or within a genomic distance of 5
kb upstream or downstream (Brunes et al. 2020; Sigdel et al. 2021).
Therefore, a gene was associated with temperament if it contained at least

one SNP whose effect was in the top 5 % of the distribution.

76

Revista a enviar el articulo: Journal of Genetics and Genomics



2.7.2. Assignment of Genes to Functional Categories

From the two approaches (% var and SNP effect), a list of genes was
obtained. To assign the genes to functional categories, the DAVID (Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, latest available
version 6.8) was used. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) databases were used to define functional
gene sets. The gene ontology (GO) annotation categories considered in this
study were Biological Process (BP), Molecular Function (MF), and Cellular
Component (CC). Finally, GO terms of enriched genes with a threshold p-
value < 0.05 were considered significant. The objective of this analysis was
to know in which metabolic pathways the genes would be involved and
guantify it through the enriched p-value, which considers the proportion of
genes under study (gene list) in relation to the total number of genes that
have the pathway (enriched p-value < 0.05). The Ensembl databases is
another public and free platform that centralizes genomic information about
different species. It is constantly updated thanks to bioinformatics
collaboration between institutions and scientists. The aim was to map a SNP

and know its genetic context.
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3) RESULTS
3.1. ESTIMATION OF GENETIC PARAMETERS

The genetic variance was 111.78 + 22.8 (SEM) and the residual variance
was 472.6 + 20.80 (SEM). The heredability (h?) of the temperament trait was
0.19 + 0.038 (SEM). The h?can be classified as moderate, according to the

Cardellino and Rovira (1989) criterion.
3.2. SINGLE STEP GENOME WIDE ASSOCIATION STUDIES (SSGWAS)

The SNP with highest statistical association to the —log p value were found
on chromosomes 2, 3, 6, 8 and 18 (Figure 1A). Another aproach of analyzing
the genetic variance explained by windows of 0.5 mbp of adjacent SNP
identified genomic regions of interest associated with chromosomes 6, 10
and 21 (var = 0.5) (Figure 1B).
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Figure 1A: Manhattan plot of 38,268 effective SNP for 1,697 Australian
Merino genotyped animals belonging to the National Genetic Evaluation,
included in the database of the Uniform Registry Collection System (SULAR).
Chromosome number and statistical significance threshold of —log10(p)
according to Bonferroni adjustment (solid horizontal line) and strategic
adjustment (dashed horizontal line). 1B) Manhattan plot for temperament
according to the % variance explained by adjacent segments of 0.5 mbp
single nucleotide polymorphism (SNP) windows. The solid horizontal line is

the threshold, % var = 0.5%. The nine candidate genes involved in the
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temperament trait on chromosomes 6, 10 and 21 were inserted with their

respective codes within each chromosome.

The information on the most relevant SNP found in these regions about %
var shows that there are nine candidate genes for the temperament trait
(Table 1), which are: PYGM (21:42,295,599-42,307,126), SYVN1
(21:42,650,559-42,655,527), CAPN1 (21:42,712,976-42,740,799),
LOC101110773 (10:29,275,771-29,457,586), LOC101110521
(10:28,986,741-29,188,660), GRID2 ( 6:30,768,380-31,534,647), FADS1
(21:39,652,537-39,665,108), SYT7 (21:39,390,965-39,426,334) and the

GPRIN3 gene (6:35,511,293-35,513,635). The genes and annotation of the

regions on chromosomes 6, 10 and 21 is shown in Table 2.
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Table 1: SNP detected in the GWAS with the greatest genetic variance, rs

code, chromosome, position in the reference genome version oar_v3.1in

base pairs, type of variant and candidate genes

rs code pos (bp) CHR % Var Variant type Candidate gene
rs402505013 42295749 21 1.4691 Splice acceptor var PYGM
rs419347404 42601748 21 1.4519 Intron variant -
rs161627521 42654067 21 1.3288 Intron variant SYVN1
rs413708295 42714381 21 1.1617 Intron variant CAPN1
rs421553713 42714613 21 1.0906 Intron variant CAPN1
rs161627624 42715850 21 0.8537 Synonymous variant CAPN1
rs408317317 29353089 10 0.7803 Intron variant LOC101110773
rs428995675 29072930 10 0.7738 Intron variant LOC101110521
rs407693533 35491698 6 0,7722 Intron variant -
rs422603241 31453177 6 0.7688 Intron variant GRID2
rs422288687 29304176 10 0.7678 Intron variant LOC101110773
rs427220269 29054709 10 0.7670 Intron variant LOC101110521
rs421383362 29188403 10 0.7636 Intron variant LOC101110521
rs409829992 29162222 10 0.7624  Intron variant LOC101110521
rs399382510 29202499 10 0.7619 Intergenic variant -
rs411759303 35511497 6 0.7430 Missense variant GPRIN3
rs400430030 29421760 10 0.6745 Intron variant LOC101110773
rs419116702 29030595 10 0.6646 Intron variant LOC101110521
rs398879843 35191867 6 0.6423 Intergenic variant -
Downstream gene
rs161618576 39638962 21 0.6420 variant 9 -
rs424142667 35511899 6 0.6415 Missense variant GPRIN3
rs410592527 35184703 6 0.6228 |ntergenic variant -
rs408222545 39642723 21 0.6204 \L/’;’r?;ﬁam gene -
rs419203432 29415140 10 0.6173 Intron variant LOC101110773
Upstream gene
rs161618641 39646260 21  0.5915 V;’riam 9 -
rs416558978 35254368 6 0.5873 Intergenic variant -
rs417392501 39651749 21  0.5832 \'?;r‘i""a"r‘ft”eam gene .
rs404318469 42719476 21 0.5826 Intron variant CAPN1
rs403363266 39653383 21 0.5657 3 prime UTR variant FADS1
rs419203432 29415140 10 0.5595 Intron variant LOC101110773
rs403382566 35512106 6 0.5508 Missense variant GPRIN3
rs421709693 39432569 21 0.5434 Intergenic variant SYT7
rs427110197 39654860 21 0.5384 Intron variant FADS1
rs398157763 29455959 10 0.5363 3 prime UTR variant  LOC101110773
rs399480023 31217615 6 0.5249  Intron variant GRID2
rs399060511 35275766 6 0.5247 Intergenic variant -
rs406335698 35276244 6 0.5219 Intergenic variant -

Revista a enviar el articulo: Journal of Genetics and Genomics



rs = snp reference; bp = base pairs, position of the SNP in the reference
genome (version oar_v3.1); CHR = chromosome; % Var = percentage of the
genetic variance; (-) = no candidate gene was detected for the SNP position

Table 2: Genes located in the regions of the genome defined by windows of

0.5 mbp and that explain a genetic variance = 0.5%, chromosome and its

position

Chromosome Start End Genes

6 35,138,403 35,512,106 GRID2, GPRIN3

10 29,030,595 29,455,959 LOC101110773, LOC101110521
21 39,432,569 42,419,476 2%@;“ SYVN1, CAPN1, FADS1,

3.3. ENRICHMENT ANALYSIS

The association study evaluated 38,268 SNP contained in the GGP_50k_ovi
panel. For the enrichment analysis, 2,185 SNP were considered (5 % SNP
greatest effect). This set of SNP defined a set of 908 genes in the sheep
reference genome. The enriched p-value of each biological term indicated
the importance of the term with respect to the set of genes analyzed (Table
3, Figure 2). Several significant metabolic pathways (p-value < 0.05) were
identified and grouped into four categories: signaling, metabolism,

steroidogenesis, and others (Table 3).
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Table 3: Pathways detected in DAVID from the list of capture genes with the

5 % of SNP with the greatest effect and their classification into 4 classes

associated with the p-value of enrichment

Pathways P-valor
Signaling
Phosphatidylinositol signaling system 0.0042
Adherens junction 0.0094
Phoaphopase D signaling pathway 0.0240
Pathways in cancer 0.0310
Axon guidance 0.0370
Calcium signaling pathway 0.0480
Metabolism
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparin sulfate/heparin ~ 0.0070
ECM - receptor interaction 0.0270
Metabolic pathway 0.0340
Steroidogenesis
Ovarian steroidogenesis 0.0170
Others
Arrhythmogenic right venticular cardiomyopathy 0.0370

The gene ontology of functional enrichment is shown in Figure 3. There are

several terms linked to the regulation of ATP, calcium, cell activity,

locomotion and behavior, lipid and carbohydrate metabolism, modulation of

synaptic transmission, GTPase activity, among others.
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Figure 2: Gene ontology categories represented by molecular functions (light
blue color), cellular component (purple color) and biological processes (green
color), for the set of positional candidate genes with the 5 % of SNP with the

greatest effect in function del —log of the enriched p-value
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4) DISCUSSION

The present study helps to know the genetic basis of temperament in sheep,
especially in the search for polymorphisms associated with this phenotypic
trait. The hypothesis that there are SNP polymorphisms associated to
temperament trait was confirmed. The genetic variance of the SNP showed
that there are regions of the genome of sheep associated with greater
variability and that temperament is not regulated by the effect of a major
gene, but rather is a multigenic characteristic. So, several genomic regions
with small effects are implicated in the temperament trait. These results were
considered valuable and relevant due to the following: 1) we worked with a
population of animals that were not previously selected for temperament, 2)
we utilized a molecular panel and information that provided data reported by
groups of Australian, European and American researchers (GGP_50k_ovi),
and 3) the size of the sample of animals genotyped and in genealogy was
consistent with the methodology used. Therefore, the source of information to
carry out the association study is reliable, robust, and considers the structure

of the population by including the genotyping and genealogy matrices.

The estimated heritability of temperament was 0.19 + 0.038, it is a moderate
h? according to the classification criteria of Cardellino and Rovira (1989). This
value of h? shows that it would be feasible to include the temperament trait in
a selection program. In another sheep study considering a subpopulation of
the phenotypic data used in the present study, the h? was 0.31 + 0.06 (two
generations, n = 2952 animals) (Zambra et al. 2015). The difference in the
estimated value of h? may be due to an increase in the population and the
inclusion of genomic information from the animals, which translates into
higher precision. Despite the fact that temperament is not economically
valued, several studies confirm its incidence in productive characters
(Voisinet et al. 1997; Wulf et al. 2002; Sart et al. 2004; Bickell et al. 2010;
Van Lier et al. 2017). As part of the results of this study, nine positional

candidate genes, functional gene sets, biological processes, and gene
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signaling pathways underlying temperament in the Australian Merino sheep
were detected, several of which have not been previously reported.
Therefore, this thesis contributes to the knowledge of the SNP polymorphism
associated with temperament in sheep and opens new exploration windows

for future work.

Several genomic regions explaining more than 0.5 % of the additive genetic
variance were identified. Genes that could be related to tempererament trait
according to their functions were highlighted below.

4.1. CHROMOSOME 21 AND CANDIDATE GENES

On chromosome 21, the region of interest with more than 0.5 % of the
genetic variance is between base pairs 39,432,569 and 42,719,476. The
variant rs402505013 (21:42,295,749) determined the greatest genetic
variance (1.4691 %). Five candidate genes ware detected. The PYMG gene
(21:42,295,599-42,307,126) encodes the enzyme muscle glycogen
phosphorylase, an allosteric enzyme with glycogen-catalysing activity that
plays a central role in maintaining cellular and body glucose homeostasis
(Tan et al. 1997). The deficiency of this enzyme has been reported in
humans and sheep as the cause of symptoms of intolerance to exercise,
since less glucose would be available for muscle contraction. The
consequence of having less energy available for the organism negatively
affects the stress response, where the main objective of the physiological
changes is to increase the availability of energy for the “fight or flight”
response to the stressor (Sapolsky et al. 2000; Damian et al. 2015). In this
way, it could be said that animals with differences in this enzyme could
respond differently to stress, and perhaps not being able to overcome the

challenge.

The three variants, rs413708295 (21:42,714,381), rs421553713
(21:42,714,613) and rs161627624 (21:42,715,850), identified the CAPN1
gene (21:42,712,976-42,740,799). This gene is associated with proteolytic

proteins directly linked to the tenderness of meat, since the activity of calpain

87

Revista a enviar el articulo: Journal of Genetics and Genomics



and calpastatin is very important in the process of transforming muscle into
meat (Speck et al. 1993). The differential gene expression of CAPN1 among
animals of different temperaments may be directly involved a lower meat
quality for the more reactive animals. The rs161627521 (21:42,654,067)
variant identified the SYVNL1 gene (21:42,650,559-42,655,527), a gene that
codes for the W5PTU3 protein (RING-type E3 ubiquitin transferase) with
catalytic activity, linked to the ubiquitination and protein modification
pathways, which is part of protein modification (The UniProt Consortium
2021). Another gene identified by two markers rs403363266 (21:39,653,383)
and rs427110197 (21:39,654,860), was the FADS1 gene (21:39,652,537-
39,665,108), associated with the W5PW A9 protein in sheep (The UniProt
Consortium 2021). This protein is part of lipid metabolism, of the
polyunsaturated fatty acid (PUFA) biosynthesis pathway (The UniProt
Consortium 2021), specifically it is a control point in the rate of desaturation
and elongation to generate long-chain PUFA (Athinarayanan et al. 2020).
The last candidate gene SYT7 (21:39,390,965-39,426,334) was associated
with the variant rs421709693 (21:39,432,569). The molecular functions and
biological processes linked to this gene are associated with calcium (e.g.
regulation, dependent activation for the fusion of synaptic vesicles,
exocytosis of neurotransmitters, repair of the plasmatic membrane, regulation
of dopamine secretion, glucagon secretion, secretion of insulin, among
others) (The UniProt Consortium 2021). On the other hand, there are genes
in the literature that were associated with behavioral traits and that are also
found within or near the genomic region of interest on chromosome 21. This
is the case of the CHRM1 gene (21:37.9-48.4 Mb), muscarinic cholinergic
receptor, which would be linked to locomotion, cognition and the nervous
system (Tanda et al. 2007). Therefore, the SNP of chromosome 21 found in
the present study could be used as molecular markers for future studies
focused on candidate genes associated with temperament or behavioral

traits that affect reactivity and that are associated with meat quality.
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4.2. CHROMOSOME 10 AND CANDIDATE GENES

The region of interest on chromosome 10 is between base pairs 29,030,595
and 29,455,959. The variants rs408317317 (10:29,353,089), rs422288687
(10:29,304,176), rs400430030 (10:29,421,760), rs419203432
(10:29,415,140) y rs398157763 (10: 29,455,959) identified the gene
LOC101110773 (EEF1A1) (10:29,275,771-29,457,586), linked to molecular
functions of energetic activity. Specifically, the encoded protein W5PD15
(elongation factor alpha 1) promotes GTP-dependent binding of aminoacyl-
tRNA to the A-site of ribosomes during protein biosynthesis (The UniProt
Consortium 2021). Another gene detected on chromosome 10 was the
LOC101110521 (10:28,986,741-29,188,660) and the five associated markers
were rs427220269 (10:29054709), rs421383362 (10:29,188,403),
rs4098299992 (10:29,162,222) and rs419116702 (10:29,030,595). This gene
on the Ensembl platform is described as the FRY gene. A phenotypic study
in Merino and Merino derived sheep reported this gene as one of the major
signals in the genome linked to the phenotypic traits of wool (Megdiche et al.
2019). In this same study, the EEF1A1 gene (LOC101110773) is also
described as part of a set of genes of biological interest that contributes to
elucidating the genetic basis of the Merino phenotype. Half of the SNP of
chromosome 10 that contribute to the genetic variance of temperament were
associated with molecular functions of energetic activity. This is consistent
with aspects of reactivity such as physiological response to stress, where the
animal recognizes the threat to homeostasis and biological responses are

activated to restore normal homeostasis function and welfare (Moberg 2000).
4.3. CHROMOSOME 6 AND CANDIDATE GENES

On chromosme 6, the region of interest with more than 0.5 % of the genetic
variance is between base pairs 35,138,403 and 35,512,106. In this region,
the GPRIN candidate gene of subfamily number 3 (GPRIN3) (6:35,511,293-
35,513,635) associated with the variants rs111759303 (6:35,511,497),
rs424142667 (6:35,511,899) and rs403382565 (6:35,511,899) was identified.
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This gene is highly expressed in the adrenal gland and codes for the
WS5NQED9 protein, but actually there is not a lot of information about it.
However, it is a relevant finding given that the adrenal gland is involved in the
stress response (SAM and HPA axes, Moberg 2000; Sapolsky et al. 2000;
Selye 1939; Sapolsky et al. 2000) and there are differences in the frequency
of polymorphism according to the type of temperament (Qiu et al. 2016). The
A/A genotype of the SNP628 type polymorphism of the CYP17 gene
specifically involved in cortisol production was more frequent in sheep of the
nervous line, while the G/G genotype was in sheep of the calm line (Qiu et al.
2016).

The other candidate gene on chromosome 6 is GRID2 (6:30,768,380-
31,534,647) associated with two markers, rs399480023 (6:31,217,615) and
rs422603241 (6:31,453,177). This gene codes for the W5QA32 protein
(glutamate receptor), which is related to biological processes linked to the
regulation of synaptic transmission (The UniProt Consortium 2021).
Particulary, the glutamate receptor functions as an ion channel in the central
nervous system and plays a very important role in transmission excitation
(The UniProt Consortium 2021). The GLU is an essential aminoacid and is
the most abundant neurotransmitter in the brain, also involved in the
regulation of behavioral, social, learning, memory, sensory and cognitive
processes (Giménez et al. 2018). The GLU is described as one of the
neurostimulatory aminoacids of reproduction that favors the pulsatile
secretion of GnRH and LH (Mahesh and Bran 2005), and regulates sexual
behavior through dopamine, due to its action on hypothalamic GhnRH neurons
(Iremonger et al. 2010). Recent research in sheep demonstrated that the
inclusion of specific amino acids in the diet, such as arginine, glutamine,
leucine and glycine, has beneficial effects on embryonic and fetal survival
and growth (Wu 2010; Saevre et al. 2011; Crane et al. 2016). Therefore, the
SNPs detected on chromosome 6 identified two relevant genes, one that is
expressed in the axis linked to the stress response (HHA axis, GPRIN3

gene) and another that is expressed centrally (GRID2 gene). Temperament
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Is key in both scenarios, since greater reactivity negatively affects the
functioning of the reproductive endocrine axis (Dobson and Smith 2000;
Damian et al. 2015).

4.4. FUNCTIONAL ENRICHMENT ANALYSIS

Enrichment analysis revealed several functional pathways and biological
processes associated with the temperament trait. The gene-set is associated
with a set of annotation terms. If the genes share a similar set of those terms,
they are involved in similar biological mechanisms. The DAVID platform
provides an algorithm that adopts kappa statistics, which enables the
guantitatively measurement of the degree of agreement of genes that share
similar annotation terms. The Kappa result ranges from zero to one (higher
value, higher agreement). In the calcium signaling pathway (p-val = 0.048),
several genes were grouped, but three are the most important: HTR5A gene,
serotonin receptor; DRD1 gene, dopamine receptor and GRM1 gene,
glutamate receptor 1. A closer exploration of calcium signaling was
associated the following annotation terms: cardiac muscle contraction (kappa
= 0.42); oxytocin signaling (kappa = 0.41); glutamate synapse (kappa = 0.35)
and dopamine synapse (kappa = 0.31). The neurotransmitters dopamine and
serotonin are involved in the stress response in a variety of species, through
the activation of their different receptors (Reif and Lesch 2003; Noblett and
Coccaro 2005). The GLU is a neurotransmitter involved in reproduction due
to its favorable action on hypothalamic neurons for the secretion of GnRH
(Iremonger et al. 2010), in addition to being involved in social, sensitive and
cognitive processes (Giménez et al. 2018). Oxytocin is an important regulator
of social behaviors (Damian et al. 2021) such as maternal behavior (Meyer-
Lindenberg et al. 2011) and recognition in humans (Kumsta and Heinrichs
2013), polymorphism in the oxytocin receptor gene were associated with
temperament, reactivity to stressors, and aggressive behaviors (Malik et al.
2012; Tost et al. 2010; Rodriguez et al. 2009). Therefore, the gene-set

revealed that the enriched calcium signaling pathway is closely related to
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temperament because it involves many aspects of this trait and its
physiological effects, as has been shown previously in reproductive aspects
(Bickell et al. 2010; Van Lier et al. 2017).

In the metabolic pathway of steroidogenesis in the ovary (p-val = 0.0170),
five genes were identified: CYP2J gene (cytochrome P450); follicle
stimulating hormone receptor (FSHR) gene; gene for the enzyme
hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase (HSD17B2) and two genes
associated with prostaglandin synthesis (PGFS, PTGS2). These genes
linked to reproduction reaffirm the association of temperament with
reproductive characteristics and its effect on the reproductive endocrine axis:
hypothalamic-pituitary-gonadal (HHG) (Dobson and Smith 2000; Von Borell
et al. 2007; Damian et al. 2015; Narayan and Parisella 2017).

In the metabolic pathways, arrhythmogenic cardiomyopathy in the right
ventricular (p-val = 0.037) the ACTN2 gene was found. This gene codes for
the protein actinin alpha 2, reported for humans, which is expressed in both
skeletal muscles and heart and its function in the anchoring of thin
myofibrillar actin filaments (Beggs et al. 1992; Murphy and Young 2015;
Ribeiro et al. 2014). A variant in the regulatory region of this gene that leads
to heart failure has recently been found (Arvanitis et al. 2020). However, its

association with the temperament trait in sheep has not yet been reported.

One of the enriched biological processes considered the term positive
regulation of calcium-mediated signaling (GO:0050850, p-val = 0.001),
where the FSH receptor gene and others (CD24, CDH13, SYK,
LOC101112639) were observed. The term locomotory behavior
(G0:0007626, p-value = 0.036) considers the specific movement of an
animal from one place to another in response to external or internal stimuli
and/or a combination of the internal state and external conditions of that
animal. A subset of this GO_term is directly linked to the behavior term
(G0:0007610), described as an animal's responses to internal or external

stimuli (actions or inactions) through a mechanism that involves the activity of
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the nervous system. Another GO_term regulation of ERK1 and ERK2
cascade (GO:0070372, p-val = 0.032) participates in various biological
responses. This term is associated with several processes that modulate the
frequency, rate, or extent of signal transduction mediated by the ERK1 and
ERK2 (Extracellular Signal Regulated Kinase) cascade. This signaling
cascade is a pathway formed by mitogen-activated protein kinases that
regulates a wide variety of processes, as diverse as proliferation,
differentiation, survival and stress (Herrero 2012). The GO_term linked to
carbohydrate metabolic processes (G0O:0005975, p-val = 0.013) is also
revealed by the association that presents the availability of energy to face a
stressor, specifically the physiological responses to stress that include an
increase in metabolic rate and energy, as well as an increase in lipid
catabolism and protein degradation. These physiological changes in the
animal help to maintain the availability of energy and oxygen immediately
(Sapolsky et al. 2000; Damian et al. 2015), and is the basis of the “fight or
flight” response, first autonomous response of the individual to face the

stressor or to escape from it (Cannon 1914).
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5) CONCLUSIONS

The present study allowed to know SNP associated with the temperament
trait in sheep. These SNP were not previously reported, which opens an
exploration window for future work, not only linked to temperament but also
to different metabolic pathways that could have an impact on aspects of
production and welfare.

The genetic variance of the SNP revealed that there are regions of the
genome associated with greater variability and that temperament is not
regulated by the effect of a major gene, but rather is a multigenic
characteristic. Nine genes were detected in the genomic regions on the
chromosome 6, 10 and 21 (genes: GRID2, GPRIN3, LOC101110773,
LOC101110521, PYGM, SYVNL1, CAPN1, FADS1, SYT7), linked to the
energetic activity of the organism, synaptic transmission, meat tenderness
and activity of calcium. The identification of these genes, metabolic pathways
and their respective functions should contribute to a better understanding of

the genetic mechanisms that regulate the temperament trait in sheep.

The functional enrichment analysis allowed to identify gene functions and
complement the results of the association study. The 5 % of the SNP with the
greatest effect determined a set of 900 genes linked to various metabolic
pathways, where the gene ontology analysis shows that there are several
processes linked to the regulation of ATP, calcium, cell activity, locomotion
and behavior, lipid and carbohydrate metabolism, modulation of synaptic
transmission, among others. Several of these metabolic pathways are of

interest for the temperament trait and lead to the need for further exploration.
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