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RESUMO

Arquitetura genética de um fenétipo representa o numero total de genes, os
efeitos independentes (aditividade), as interacdes entre alelos (dominancia e epistasia), € o
efeito destes em outros fenotipos (pleiotropia). Um grande debate entre tipos gerais de
arquitetura genética estd no papel da variacdo independente e de interagdes no processo
adaptativo. Pela selecao natural reduzir a variagdo aditiva, esperamos de fenotipos ligados ao
fitness menor variagdo aditiva relativa a variacao de interacdes e genes com efeitos médios
relativamente mais comuns. O cuidado materno ¢ um fenotipo com grande importancia para o
fitness. Dentre os comportamentos de cuidado materno, a constru¢do de ninho destaca-se
aumentando a sobrevivéncia dos filhotes pela protecdo contra predadores e manutencdo da
temperatura. Investigamos a arquitetura genética da constru¢do de ninho em camundongos e
testamos a hipotese que esse comportamento tem a arquitetura genética relacionada ao fitness,
verificando também possiveis associacdes com ansiedade e peso. Para isso, checamos as
relagdes entre os fendtipos e testamos, com a analise de QTL, a associagdo dos fenotipos com
regioes (marcadores microssatélites) por todo o genoma de fémeas F> em fase materna do
intercruzamento das linhagens endogamicas SM/J e LG/J. Obtivemos 23 QTLs que,
individualmente, estdo associados com a variagao nos fenotipos de construgdo de ninho, peso
e ansiedade (15 QTLs para os 6 fenotipos de constru¢do de ninho). Os QTLs individuais de
construcdo de ninho tém efeitos moderados (de 4 a 13%), e os muitos QTLs epistaticos
colaboram aumentando essa variagdo explicada. Existem regides em comum para ninho com
peso e ansiedade e, na procura de genes candidatos, descobrimos genes ja descritos com
efeitos nesses fenodtipos. Assim, corroboramos a hipdtese do tipo de arquitetura genética
relacionada ao fitness para o comportamento de constru¢cdo de ninho, de genes com grandes
efeitos e alta variacao genética de interagdes. A identificacao de regides associadas ao cuidado
materno em camundongos e¢ o entendimento da arquitetura genética envolvida poderao
contribuir na identificagdo de genes para esses comportamentos em outros mamiferos, e na
compreensao do padrao geral do processo adaptativo e da evolucao dos seres vivos.
Palavras-Chave: Arquitetura genética. QTL. Comportamento materno. Comportamento.

Construcao de ninho. Camundongo.



ABSTRACT

Genetic architecture of a phenotype represents the total number of genes,
independent effects (additivity), the interactions between alleles (dominance and epistasis),
and its effects on other phenotypes (pleiotropy). An enormous debate about general types of
genetic architectures relates the importance of independent and interactive variation in the
adaptive process. Because natural selection reduces additive variation, we expect, of fitness
related phenotypes, lesser additive than interactive variation and relatively more genes with
moderate effects. Maternal care is a phenotype with enormous importance to fitness. Of the
maternal care behaviors, the nest building highlights itself improving pups survival by
protection against predators and temperature maintenance. We investigated the genetic
architecture of nest building in mice and tested the hypothesis that this behavior has a genetic
architecture related to fitness, also verifying possible associations with anxiety and weight.
For that, we checked the relation between all phenotypes and tested, using the QTL analysis,
the phenotypic association with regions (microsatellites markers) spread about all genome of
F2 females at maternal stage from the intercross of inbred strains SM/J and LG/J. We found
23 QTLs which, individually, are associated with phenotypic variation on nest building,
weight and anxiety (15 QTLs at the 6 nest building phenotypes). The nest building’s
individual QTLs have moderate effects (from 4 to 13%), and the numerous epistatic QTLs
add to increase this explained variation. There are common regions for nest building with
anxiety and weight and, searching for candidate genes, we found genes with effects already
described for these phenotypes. Hence, we corroborate our hypothesis of the genetic
architecture type related to fitness for nest building behavior, of genes with bigger effects and
high interactive variation. The identification of regions associated with maternal care in mice
and the knowledge of the related genetic architecture can help in identifying genes for these
behaviors in other mammals, and in the comprehension of general patterns in adaptive process
and life evolution.

Keywords: Genetic architecture. QTL. Maternal Behavior. Behavior. Nest building. Mouse.
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INTRODUCAO

Redes biologicas e arquitetura genética

Redes sdo conjuntos de componentes com conexdes que representam
associacoes ou relagdes de causa e efeito (Newman 2003). Em uma relagao de causa ¢ efeito,
alguns componentes (causadores) precedem e alteram a probabilidade de eventos em outros
componentes (recebedores do efeito); diferenciando-se de uma simples associacao pelo grau
de conhecimento e controle do sistema (Rockman 2008). Variagdes nos componentes de uma
rede fornecem informagdes importantes sobre suas conexdes, pois para conhecermos 0s
efeitos de uma potencial causa, um componente precisa obrigatoriamente variar (Rockman
2008).

Em algumas redes bioldgicas, a relagdo entre componentes genéticos
(genotipo) e outros componentes observaveis (fenotipo) € simples, € a existéncia de um gene
mutante leva a um enorme efeito na proteina, célula, tecido, orgdo e/ou organismo da rede
(Wahlsten 1999). Nesses casos, a modificacdo de uma causa provavel (variacdo genotipica)
revela um efeito direto e claro (variacao fenotipica). Essa abordagem ¢ chamada de reverse
genetics e suas técnicas incluem nocaute de genes por recombinagdo e silenciamento de
expressao com RNA de interferéncia (Watson e colaboradores 2008).

Outros sistemas bioldgicos, porém, contém redes complexas de causa e efeito
mediadas por muitos componentes em diferentes niveis genéticos, bioquimicos, fisiologicos e
ambientais (Oyama 2000). Para a maioria dos casos, sabemos muito pouco sobre a rede total,
ou mesmo apenas a rede genética (ou arquitetura genética) de um fenétipo (Erickson 2005).
Essa situagdo torna o uso da reverse genetics ineficiente, pois ndo temos informagdo para
inferir quais genes especificos estdo conectados ao fenotipo estudado, e quais potenciais
conexdes com outros genes. Para sistemas complexos, a solucdo ¢ modificar varios
componentes simultaneamente e observar os efeitos repetidas vezes (Rockman 2008). Uma
modificacdo ndo precisa ser gerada pela intervengdo humana: a variacdo genética que ocorre
naturalmente em uma populagdo ao longo da evolucdo ¢ uma fonte multifatorial de
modificacdes (Jansen e Nap 2001). Isso torna possivel o uso da forward genetics; que parte da
variacdo fenotipica (efeitos) para conhecermos a associagdo com a variagdo genética
(potenciais causas). Um exemplo de forward genetics € a andlise de QTLs (Quantitative Trait

Loci, ou locos de fendtipo quantitativo).



Arquitetura ou rede genética de um fenotipo representa o niimero total de
alelos (formas de um gene); os efeitos singulares e independentes no fenotipo (aditividade); as
conexoes/interacdes entre esses alelos no mesmo loco (dominéncia: como sobredominancia e
subdominancia) ou em diferentes locos (epistasia: como ‘“aditiva x aditiva”, “aditiva x
dominante” e “dominante x dominante”); ¢ a extensdo dessa rede em outros fenotipos
(pleiotropia, com efeitos sinérgicos ou antagonistas entre os fenotipos) (Falconer e Mackay
1996; Templeton 2006).

O numero de genes afetando um fenotipo estd positivamente relacionado a sua
complexidade; e a quantidade de variagdo genética total esperada em fendtipos complexos €
maior devido ao grande nimero de alvos para eventos mutacionais (Houle e colaboradores
1996). Além disso, o efeito de cada gene em um fendtipo e o tipo de variacdo genética (aditiva
vs. interacdes) predominante sdo produtos intrincados da historia da populagdo e das forcas
evolutivas atuantes (Templeton 2006). Podemos resumir esses produtos em dois tipos gerais
de arquitetura genética (Fisher 1930; Wright 1931 — ambos em Templeton 2006):

Tipo I - genes com efeitos pequenos no fendtipo e predominancia de variagao
genética independente de conexdes (aditiva);

Tipo II - genes com efeitos médios no fendtipo e predominancia de variagao
genética dependente de conexdes (dominante e epistatica).

Em geral, a intensidade do efeito de cada gene no fendtipo dependera do
tamanho populacional e da importancia do fenotipo em questdo para o fitness (sucesso na
viabilidade, acasalamento, fecundidade e fertilidade) do individuo. Em popula¢des pequenas,
pequenos efeitos positivos na passagem de um gene para a proxima geracdo nio serao
suficientes para superar a flutuacdo aleatéria dessas frequéncias. Apenas em populagdes
grandes o balanco entre sele¢do natural e deriva genética permitird a manutencdo de genes
com pequenos efeitos no fitness. Genes com efeitos muito grandes, porém, tém maior
probabilidade de causarem fenotipos prejudiciais e, por sele¢do natural, serem eliminados
(Templeton 2006). Assim, genes com efeitos médios sdo mais comuns, proporcionalmente,
para fendtipos mais relacionados ao fitness, pois fendtipos pouco relacionados ao fitness terdo
efeitos pequenos, médios e grandes (Merila e Sheldon 1999).

Talvez o maior debate entre os dois tipos gerais de arquitetura genética esteja
no papel da variagdo independente e de interagdes no processo adaptativo (Fenster e

colaboradores 1997; Coyne e colaboradores 1997; Phillips 2008; Orr 2009). Em organismos
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com reproducdo sexuada, o efeito aditivo (independente) de um gene ¢ o Unico transmitido
para a proxima geragdo, e, por isso, € o unico afetado diretamente por selegdo natural. As
interacdes entre genes, porém, tem um papel indireto na adaptagdo, pois servem de repositdrio
de efeitos aditivos conforme as mudangas ambientais ¢ a entrada de novos alelos na
populacdo (Templeton 2006).

Um fendtipo com grande influéncia no fitness, comparado a outros fenotipos,
geralmente tem maior variacdo genética aditiva e de interagdes devido a maior complexidade
(Merila e Sheldon 1999). Dessa forma, fenotipos ligados ao fitness t€ém menor variacao
genética aditiva relativa (“por gene”) devido ao efeito da selecao natural reduzindo a variagao
(Merila e Sheldon 1999). Porém, esses fenotipos tém maior variagdo genética dominante e
epistatica devido ao grande numero de interagdes possivel entre o maior niimero de genes
(Lynch e Walsh 1998).

Assim, a arquitetura genética de um fendtipo pode conter importantes
informacodes sobre os processos mutacionais, a evolugao fenotipica e a influéncia do ambiente
e das populagdes ao longo do tempo (Templeton 2006; Levy e Siegal 2008; Parter e
colaboradores 2008). Com uma arquitetura genética conhecida, podemos conhecer conexdes
de associacdo e inferir redes causais de nossas observagdes — passando a entender o
funcionamento do sistema de um fen6tipo como um todo integrado (Rockman 2008).

Devido a alta complexidade encontrada em comportamentos animais, seu
estudo ¢ ideal para uma compreensdo de arquiteturas genéticas e redes bioldgicas em geral
(Boake e colaboradores 2002; Riippell e colaboradores 2004). Parte da variagdo de um
comportamento ¢ determinada por genes (McGuffin e colaboradores 2001; Baker 2004;
Tomida e colaboradores 2009). Na conexao entre genes € comportamentos, existem diversos
componentes intermedidrios com causas e efeitos multidirecionais. Em um modelo simples,
as formas alélicas de um gene podem traduzir diferentes proteinas, que podem funcionar
diferentemente (Green e colaboradores 2008). Uma diferenca na fungdo de proteinas
neurotransmissoras ou neuroreceptoras, por exemplo, pode refletir em diferentes niveis e/ou
locais da atividade neural durante uma situagdo particular; que, finalmente, podem gerar
diferengas na cogni¢@o e no comportamento (Green e colaboradores 2008).

Desvendando a arquitetura genética do cuidado materno
Dentre os comportamentos, o cuidado materno destaca-se pela sua grande

importincia para o fitness da mae e sua progénie (Mousseau e Fox 1998). O ambiente
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proporcionado pela mae aos filhotes gera variagdo em fenotipos vitais como crescimento e
sobrevivéncia (Résdnen e Kruuk 2007) e afeta diversos outros comportamentos ao longo das
geragdes (Varki e colaboradores 2008). Assim, os fendtipos da progénie sdo afetados
indiretamente por genes do cuidado da mae (Wolf e colaboradores 1999); revelando uma
conexdo causal complexa entre os componentes genéticos de diferentes individuos. Por esses
genes estarem presentes também no filhos, a evolucdo desse comportamento ocorre pela
selecdo de redes que abrangem mais de um sé organismo — com uma adaptagdo
potencialmente mais rapida que fenotipos limitados a um individuo (Wolf e colaboradores
1999; Templeton 2006).

Nosso grupo trabalha com camundongos (Mus musculus) do cruzamento de
duas linhagens SM/J e LG/J (Jackson Laboratory, EUA) em que algumas fémeas ndo
demonstraram cuidado com os filhotes. Para a base genética de camundongos existe uma
ampla literatura e um rico banco de dados disponivel (Mouse Genome Database 2010); sendo
uma das espécies mais caracterizadas no campo da genética (Lee 1995; Collins e
colaboradores 2007) e importantes para o estudo de comportamento (Bucan e Abel 2002).
Além disso, camundongos tém, em geral, grande variagdo para o cuidado materno
(Champagne e colaboradores 2007).

Em resultados anteriores, Peripato e colaboradores (2002) encontraram, por
meio da analise de QTL, uma arquitetura genética complexa para um fendtipo relacionado
com o cuidado materno: a sobrevivéncia dos filhotes na primeira semana de vida. Duas
regides (QTLs) apresentam efeito individual, respondendo diretamente por parte da variacdo
no cuidado materno. No entanto, a maioria dos casos (23 regides) esta envolvida em conexdes
epistaticas.

O desempenho de uma mae em manter seus filhotes vivos estd relacionado a
componentes gerais como: reconhecimento dos filhotes (Noirot 1972); aprendizagem e
memorizagao (Dwyer e Lawrence 2000); ¢ mecanismos de depressao, medo e ansiedade
(Mayer e Rosenblatt 1987; Hansen e Ferreira 1986; Brunner e colaboradores 1999). Além
disso, o proprio comportamento de cuidado materno ¢ composto por comportamentos
especificos como: producdo e ejecdo de leite (Horseman e colaboradores 1997), agressividade
contra intrusos (Bateson 1994) e construgao de ninho (Bult e Lynch 1997).

Desvendando a arquitetura genética do cuidado materno: constru¢io de ninho
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A preparagdo de um ninho durante a gravidez e sua manuten¢do apos o
nascimento dos filhotes ¢ um comportamento comum em fémeas de camundongos (Weber e
colaboradores 2008). A constru¢do de ninho ¢ também comum em machos e fémeas para
repouso e termorregulacdo (ninhos de adultos), e parecem ter bases genéticas em comum com
a constru¢do de ninhos maternos (Lynch, 1981). Em ambiente natural, camundongos
constroem ninhos usando pélos, grama e outras plantas (Alcock 1993 — em Weber e
colaboradores 2008). O tamanho de um ninho continua a aumentar durante a gestagdo e
depois gradualmente diminui ap6s o parto de acordo com a influéncia hormonal (Lisk e
colaboradores 1969); mostrando a regulagdo nesse comportamento para melhores condi¢des
aos filhotes no nascimento.

A construgdo de ninhos € um importante comportamento de cuidado materno
pelo seu papel na protegao contra predadores (Boake 1994), manutencdo da temperatura
(Lynch 1994) e redugdo da evaporagdo de agua do corpo (Friedman e Bruno 1976). Além
disso, o agrupamento dos filhotes em um ninho aumenta o contato com a mae — facilitando o
cuidado materno (Fleming e colaboradores 1999). Assim, o comportamento de constru¢do de
ninho materno tem, teoricamente, uma alta influéncia no fitness (Falconer e Mackay 1996).
Camundongos selecionados para a adaptagao ao frio constroem melhores ninhos de adultos
para protecao individual (Barnett e Dickson 2008). Bult e Lynch (1997) selecionaram
linhagens de camundongos para a construgdo de ninho e obtiveram diferentes respostas
adaptativas, com diferentes componentes genéticos. Esses resultados suportam a associagao
de ninhos em geral com o fitness € mostram uma resposta desse comportamento a sele¢ao
natural.

Comportamentos essenciais para o fitness em ambientes naturais, como a
construg¢do de ninho, tém a mesma motivagdo em animais em ambientes artificiais (Dawkins
1998). Em laboratdrio, a oportunidade para a criacdo de ninhos (com materiais) parece
importante para reprodu¢do e nascimento bem sucedido (Wallace 1981).

O comportamento geral de construcdo de ninho (em machos e fémeas)
apresenta, em camundongos, uma herdabilidade ampla moderada (H?>=0,62); indicando alta
variagdo genética total e baixa variagdo genética aditiva (h>=0,21) (Lee 1973; Lynch 1994).
Essa assimetria entre variacdo genética de interagcdes e aditiva indica a importancia do

comportamento de constru¢do de ninho para o fitness. O aumento na qualidade de ninho
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construido por hibridos entre linhagens de camundongos corrobora a presenga de conexdes de
dominancia e epistasia para esse fenotipo (Lee 1973).

Assim, parece existir uma arquitetura genética do tipo Il para o comportamento
de constru¢do de ninho devido a a¢do da sele¢@o natural eliminando variacdao genética aditiva,
mas com efeitos de interacdes entre componentes genéticos mantendo a variagdo genética
total.

Estudos mostram a relagdo entre o comportamento de constru¢do de ninho e
outros fenotipos; sugerindo existéncia de pleiotropia. Porém, tais resultados para essas
conexoes ainda sdo escassos € as bases genéticas para a constru¢ao de ninho ainda € pouco
compreendida (Boake 1994; Weber e colaboradores 2008).

De acordo com Bult e Lynch (2000), a qualidade do ninho estd associada
positivamente com a ingestdo de alimentos na fase materna de camundongos. Camundongos
com maiores peso ¢ taxa de gordura também constroem melhores ninhos, provavelmente
conectados a um mecanismo geral de prote¢ao contra o frio (Barnett e Dickson 2008). O
numero de filhotes pode ser outro fenotipo relevante pela sua conhecida influéncia no
comportamento de constru¢do de ninho em fémeas de ratos (Lee JG 1973) e pela perturbacao
dos filhotes nas condigdes do ninho pos-parto. Além disso, a maior quantidade de filhotes
exigira da fémea uma maior ingestdo de alimentos e, consequentemente, pode ter um efeito
indireto na qualidade do ninho (Bult e Lynch 2000).

O comportamento de construcao de ninho pode estar conectado também com o
comportamento geral de ansiedade, pois a hiperatividade resultante diminui o tempo da mae
perto do local do ninho (Brunner e colaboradores 1999) e, logo, o tempo gasto em sua
constru¢do e manuten¢do. Camundongos mutantes sem o gene VDR (vitamin D receptor) sdo
mais ansiosos € tém problemas com alguns comportamentos maternos, incluindo uma
deficiéncia na constru¢do de ninho (Keisala e colaboradores 2007). Além disso, Boccia e
Pedersen (2001) separando filhotes de camundongos das maes em diferentes intervalos de
tempo encontraram um aumento na ansiedade e uma queda na qualidade dos ninhos em
separagdes mais longas; indicando componentes genéticos € hormonais em comum entre a
ansiedade e o comportamento de construcao de ninho. O efeito da idade das fémea pode ser
outro fator importante devido as diferengas fisiologicas do envelhecimento sobre

comportamentos gerais (Markowska 1998).
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As linhagens SM/J e LG/J usadas em nosso laboratério apresentam variagao
para os fenotipos construgdo de ninho (Peripato e Cheverud 2002; Peripato e colaboradores
2002; Sauce e colaboradores 2008; Sauce e colaboradores 2009); peso (Cheverud e
colaboradores 2004, Hrbek e colaboradores 2006), tamanho de ninhada (Peripato e
colaboradores 2004, Gallo e colaboradores 2008), ansiedade (Sauce e colaboradores 2009),
entre outras. Além disso, camundongos deficientes (pela técnica de nocaute) para o gene Peg3
(Paternally Expressed Gene 3) constroem ninhos de pouca qualidade (Li e colaboradores
1999). Estudando a relacdo do gene Peg3 com o cuidado materno, encontramos grande
variacdo entre as linhagens LG/J e SM/J na seqliéncia e expressao desse gene candidato
(Chiavegatto e colaboradores 2008). Tais fatos — aliados ao rico banco de dados genéticos
para camundongos, a endogamia nas duas linhagens e a associacdo das progénies com
desempenho materno geral — representam uma grande oportunidade para o estudo da
arquitetura genética do comportamento especifico de construcdo de ninho.

Neste trabalho, investigamos a arquitetura genética da constru¢ao de ninho e
testamos a hipotese de que a variagdo existente em tal comportamento apresenta uma
arquitetura genética do tipo II. Por ser um fenotipo complexo e relacionado com o fitness,
esperamos muitos componentes genéticos com efeitos médios de cada gene e um grande
numero de conexdes de dominancia e epistasia.

Verificamos a arquitetura genética dos fendtipos de peso e ansiedade para
conhecermos se existem componentes genéticos conectados também com o comportamento
de construcao do ninho. Além disso, testamos as possiveis conexdes da constru¢do de ninho
com os componentes fenotipicos de idade, tamanho de ninhada, peso e ansiedade.

Verificamos também se existem regioes (QTLs) associadas a constru¢ao de
ninho proximas as regides encontradas para desempenho materno por Peripato e

colaboradores (2002).
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MATERIAL E METODOS
Cruzamentos e procedimentos gerais com os camundongos

Utilizamos fémeas resultantes do intercruzamento das linhagens endogamicas
Small (SM/J) e Large (LG/J) oriundas do Jackson Laboratory, EUA. Experimentos distintos
criaram essas linhagens: LG/J originou-se de uma populagdo albina selecionada para tamanho
grande de corpo aos 60 dias (Goodale 1938) e SM/J originou-se de uma sele¢ao para tamanho
pequeno de corpo aos 60 dias (MacArthur 1944). Ambas as linhagens sdo homozigdticas entre
si para todos os locos — com excecdo do loco Agouti na linhagem SM/J devido a problemas de
viabilidade (Hrbeck e colaboradores 2006) — e foram utilizadas em pesquisas envolvendo
obesidade, crescimento, estrutura dssea, tamanho de ninhada e cuidado materno (Vaughn e
colaboradores 1999; Cheverud e colaboradores 2004; Giinter e colaboradores 2008; Peripato e
colaboradores 2002, 2004).

Realizamos o cruzamento do tipo Progénie F> de Intercruzamento, que envolve
o cruzamento de duas linhagens endogdmicas. Os animais F resultantes, todos heterozigotos,
sao intercruzados gerando os animais da geragdo F». Os individuos F2, por apresentarem a
segregacdo dos alelos parentais, permitem a identificacdo da variagdo fenotipica em conjunto
com a variacao genotipica (Lynch e Walsh 1998).

Inicialmente, cruzamos machos SM/J com fémeas LG/J — que produziram
hibridos (Fi, e classificados como tipo A) autossomicamente idénticos entre si e heterozigotos
para cada um dos locos que diferem entre as linhagens parentais. Também cruzamos machos
LG/] com fémeas SM/J (hibridos resultantes classificados como tipo B) para uma
representatividade nos cromossomos sexuais X e Y de ambas as linhagens parentais. Na
terceira semana apos o parto realizamos o desmame, separando os animais em caixas com até
cinco animais/caixa do mesmo sexo. Pesamos os animais F; semanalmente ap6s uma semana
de vida até sete semanas. Apds a maturidade sexual (sete a dez semanas), encaminhamos os
animais para reproducdo. Para compor o cruzamento Fi1xF, realizamos todas as combinagdes
de cruzamentos entre os tipos A ¢ B de individuos.

I- Grupo fémea SM/J x Macho LG/J:

QAx 34 B

QAxJA

II- Grupo fémea LG/J x Macho SM/J:

PBxJdA
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?BxJdB

Cruzamos os animais F» aleatoriamente (por sorteio) entre familias; evitando
cruzamento entre irmaos. Realizamos 258 cruzamentos FoxF».

Controlamos as condi¢des do biotério com a temperatura por volta de 22°C e
fotoperiodo de 12 horas. Alimentamos os animais sem restrigdes para comida e agua (ad
libitum). Todos eles sao mantidos em caixas dentro de um compartimento de purificacao de ar
(rack ventilada Alesco - ALERKD-112). Identificamos todos os animais por meio do corte nos
dedos no sétimo dia de vida — com, no méximo, dois dedos retirados de cada membro (Figura

1). Fizemos todos os cruzamentos em caixas

. . WAVA ™A

separadas por casais € pesamos 0s animais uma vez Y \( Y l/,'r |V 4 Y

J4 201/ 1‘1 10200

~ . / { ot

por semana para a detec¢do da gravidez. Com a || 4 e

\ F \_10s /
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pos-parto. Apos o término dos experimentos,
sacrificamos e realizamos a necropsia dos animais —

retirando 6rgdos para procedimentos moleculares.
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Figura 1: Representagdo do sistema de

externas, realizamos todos os testes e observacdes na numeraco para a identificaco dos animais.

sala ambiente dos animais, respeitando o mesmo
periodo do dia (entre 8:00 e 14:00 horas). Utilizamos fluxo laminar (Veco CFLH-09) para
avaliagdo de ninho e peso; e um espaco com laterais fechadas, permitindo o isolamento dos
animais, para teste de ansiedade. Conduzimos todos os procedimentos de acordo com
protocolo aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade Federal de Sdo Carlos.
Construcdo de ninho

Avaliamos o fendtipo de construcao de ninho em 238 fémeas F> no pré-parto
(dias da deteccao de gravidez até parto) e 241 pds-parto (durante 7 dias apds o parto).
Realizamos dois métodos diferentes para o experimento da constru¢do do ninho: método
inicial e alterado.

Método inicial: adicionamos, no primeiro dia de experimentacdo pré-parto,
algoddo diretamente acima da maravalha — em por¢des visualmente parecidas para cada

fémea. Por estar junto da fémea, a picotagem do algoddo poderia, com maior probabilidade,
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ser fruto de um comportamento agressivo ou de estresse; superestimando o comportamento de
construcdo de ninho pela presenca aleatéria do algodao. Classificamos a qualidade do ninho
(ruim, regular, intermediario, bom, 6timo) no periodo pré e pds-parto. Percebemos, com o
tempo, alta subjetividade nessa classificagdo, pois ndo tinhamos critérios claros para a
distingdo. Medimos a largura, comprimento e altura do ninho construido (em centimetros) no
periodo pré-parto. Percebemos em nossos animais que a largura e comprimento dos ninhos
recebiam muita influéncia do tamanho da fémea. Anotamos a localizagdo do ninho construido
(nove areas da caixa) pré e pos-parto. Observamos a localizagdo da mae (dentro ou fora do
ninho) e a presenca de maravalha no fundo do ninho (sim ou nao); porém, percebemos com o
tempo que ambas as varidveis dependiam muito do momento de observacdo e da forma de
manuseio. Evitamos perturbar o ninho durante os dias de observacao. Com isso, nao pudemos
inferir se a fémea tinha um bom desempenho na constru¢do do ninho durante todos os dias
pré-parto, pois, depois de construido, a estrutura geralmente se mantinha da mesma forma em
todos os dias subseqiientes.

Apos 108 fémeas fenotipadas, reconhecemos as falhas do método inicial. Em
uma nova revisao pela literatura e com o acumulo de conhecimento pratico, alteramos varios
aspectos do experimento de constru¢do de ninho. Utilizamos o segundo método para as 133
fémeas restantes.

Meétodo alterado: passamos a colocar algoddo (média de 3,67+0,48g) sobre a
grade divisoria da caixa do animal, abaixo do bebedouro de 4gua. Adicionamos também um
pedaco de papel (média de 1,08+0,03g) acima do algoddo para compararmos possiveis
diferengas no uso entre o algoddo e o papel — observada em outros trabalhos (Sherwin 1997;
Van de Weerd 1998). A cada dia do periodo pré-parto retiramos toda a maravalha, algodao e
papel da caixa da fémea; depois adicionamos tudo novo — obrigando a fémea a recomecar a
constru¢do do ninho. Isso garante que os ninhos de cada dia do experimento sejam resultados
do comportamento diario de captura de materiais e construgao (Schneider e Chenoweth 1970;
Lee 1973; Lynch e Roberts 1984). Nao realizamos essas perturbagdes diarias no periodo pos-
parto para ndo prejudicarmos a relagdo materna com os filhotes.

Pesamos as quantidades de algoddo e papel colocados e retirados no periodo
pré-parto para termos uma medida quantitativa do uso desses materiais e da qualidade do
ninho (Deacon 2006). Passamos a medir apenas a altura do ninho (valor minimo e maximo) —

agora nos periodos pré e pds-parto. Deixamos de observar a localizagdo da mae e a presenca
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de maravalha no fundo do ninho. Continuamos anotando a localiza¢cdo do ninho construido
(nove areas da caixa) pré e pds-parto.

Em ambos os métodos, consideramos o uso do algoddo pela fémea um
indicador da sofisticacdo e resisténcia do ninho construido (Bult e Lynch 1996). Anotamos
também o fechamento do ninho com maravalha e/ou algodao, pois esperamos que um ninho
fechado com filhotes em ambiente natural proteja melhor contra predadores e variacdo de
temperatura. Consideramos também a altura do ninho para o isolamento dos filhotes. No
periodo pos-parto, registramos a temperatura interna do ninho em relagao ao ambiente externo
durante o segundo e quarto dia apds o parto; anotando o valor apds um minuto de
permanéncia do medidor (termometro digital in/out TM882) dentro do ninho.

Consideramos pouco confidveis e/ou irrelevantes os dados pré e pos-parto de
Presenga de Algodao, Qualidade do Ninho, Localizacdo do Ninho, Localizacdo da Mae,
Presenca de Maravalha no Fundo do Ninho, Comprimento do Ninho e Largura do Ninho.
Descartamos todos esses dados antes das andlises.

Para as analises subsequentes do comportamento de construcdo de ninho,
usamos as seguintes variaveis:

- Presenca do Ninho (0 = ausente; 1 = presente), pré e pos-parto;

- Fechamento do Ninho (0 = ndo, ou aberto; 1 = sim, ou fechado), pré e pos-
parto;

- Altura do Ninho (em centimetros, cm), pré e pos-parto;

- Algodao Usado (em gramas, g), pré-parto, sendo a diferenca entre a
quantidade de algodao colocado e retirado no intervalo de um dia;

- Papel Usado (em gramas, g), pré-parto, sendo a diferenca entre a quantidade
de papel colocado e retirado no intervalo de um dia;

- Variacdo de Temperatura, sendo a diferenga entre a temperatura externa e
interna no dia 2 e 4 pds-parto (em graus Celsius, °C).

Registramos também o comportamento de constru¢do de ninho nas fémeas das
linhagens SM/J (n=29), LG/] (n=22) e F; (n=23) em fase materna. Com isso, pudemos
comparar os fendtipos entre esses animais ¢ em relagao as fémeas F» para checarmos
possiveis conexdes entre componentes genéticos desse fenotipo. Usamos, para essas analises,

os fendtipos Presenca do Ninho, Fechamento do Ninho e Altura do Ninho durante a gravidez
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do primeiro parto de cada fémea. Nao avaliamos o ninho no periodo pos-parto para nao
prejudicarmos a geragdo dos individuos Fa.

Fizemos registros de ninho em 11 machos da linhagem F> para conhecermos se
o comportamento de construgdo de ninho em nossos animais depende do género. Seguindo a
mesma idéia, utilizamos dados de fémeas da linhagem F» fora da fase materna (sem
experiéncia com parto, mas que ndo eram virgens) para testarmos se o comportamento
analisado sofre influéncia diferencial pela fase materna. Usamos para as analises de ambos os
controles os mesmos fendtipos de nossas fémeas F» em fase materna.

Analise dos resultados de construcio de ninho

Ponderamos os dados de ninho de acordo com a importancia relativa de cada
dia. No periodo pré-parto, demos maior peso aos dias mais proximos do parto, pois
representam condi¢des mais proximas das que os filhotes terdo ao nascerem. Sendo 12 o
nimero total de dias pré-parto em fémeas F» em fase materna (o tempo mais longo
observado), o multiplicador é: 12/12 para o dia anterior ao parto, (12-1)/12 para o segundo dia
antes do parto, (12-2)/12 para o terceiro antes do parto e sucessivamente. No periodo pos-
parto, demos maior peso também para os dias mais proximos do parto, devido a maior
fragilidade (e necessidade) dos filhotes. Assim, sendo 7 o nimero total de dias pds-parto, o
multiplicador foi: 1/7 para o primeiro dia apds o parto, (1+1)/7 para o segundo dia antes do
parto e sucessivamente.

Depois das ponderagdes, fizemos a média entre todos os dias, separados para
os periodos pré e pos. Ponderamos cada dia na divisdo (com as mesmas taxas ou indices das
ponderagdes dos dados), para evitar assimetrias dos valores entre fémeas com diferentes
quantidades de dias observados. O resultado, entdo, foi o valor unico para cada fémea (para
cada fenotipo). Realizamos essas transformagdes dos fendtipos de construgao de ninho para
todos os animais analisados (fémeas SM/J, fémeas LG/J, fémeas Fi, fémeas F> em fase
materna, fémeas F» fora da fase materna, e machos F»).

Com o intuito de reduzirmos o numero de variaveis da construcdo de ninho
para as analises de QTL, usamos, com o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc.
2009), a Analise de Componente Principal (PCA) (Pearson 1901 — em Zar 1999): que
transforma um nimero de varidveis correlacionadas em um niimero menor de variaveis sem

correlagao.
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Devido ao numero reduzido de fémeas amostradas SM/J, LG/] e F,
(desfavorecendo uma distribuicdo normal de nossos dados), e a natureza ordinal da maioria
das variaveis utilizamos os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney (U) (Mann e Whitney
1947 — em Zar 1999) para dois grupos e a analise de variancia de Kruskal-Wallis (K) (Kruskal
e Wallis 1952 — em Zar 1999) para mais de dois grupos. Calculamos esses valores com o
programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009) para conhecermos se existem
diferencas significativas entre as fémeas SM/J, LG/J, F1 e F2 em fase materna. Pelos mesmos
motivos de baixa amostragem e natureza ordinal das varidveis, também usamos esses testes
para compararmos nossas fémeas F2 em fase materna com os nossos controles de machos F2 e
fémeas F» fora da fase materna.

Nas fémeas F> em fase materna, confiamos em métodos paramétricos para as
analises, pois o grande numero de individuos amostrados aproxima nossos dados de uma
distribuicao normal. Realizamos a Analise Multivariada de Variancia (MANOVA) (Zar 1999),
com o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009), para conhecermos, com o teste
Lambda de Wilks (X), o efeito do periodo pré e pos-parto nas variaveis de comportamento de
construcdo de ninho nessas fémeas.

Peso e Ansiedade

Para o fendtipo peso no periodo materno, registramos peso de 240 fémeas
desde o primeiro dia do parto até o sétimo dia pds-parto (D1 até D7) e no dia do desmame
(D21).

Para avaliarmos ansiedade, usamos o teste do Labirinto em Cruz Elevado
(Pellow e colaboradores 1985) originalmente descrito para ratos, mas com valida¢do para
camundongos (Lister 1987, Carola e colaboradores 2002). Esse teste ¢ baseado no conflito
entre a exploracao de locais abertos e a protecdo em locais fechados (pelo medo de ambientes
abertos) — ambos comportamentos inatos com base ecoldgica (Walf e Frye 2007). O aparato
do labirinto para camundongos (Insight Equipamentos) consiste em 2 bragos abertos (30x5x0,
25 cm) dispostos em oposi¢do e 2 bracos fechados com uma parede transparente (30x5x15

cm) também opostos, formando uma cruz (Figura 2). Essa cruz encaixa-se em uma base
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elevada a 38,5 cm de altura. Colocamos o animal no centro
da cruz, com a cabeca voltada para o brago aberto norte, ¢

gravamos os seus movimentos com uma filmadora durante 5

minutos. Realizamos esses procedimentos em 182 fémeas F»
I no quarto dia pos-parto (D4).

Para conhecermos o quanto desse teste reflete a fase materna

Figura 2: Representacio do das fémeas, fizemos testes de Labirinto em Cruz Elevado
Z‘E;%TZHZ&SQZ Flevado para o com 103 fémeas F> fora da fase materna (mesmas fémeas
testadas em fase materna com, no minimo, trés semanas apos

o parto). Realizamos também testes de Labirinto em Cruz Elevado em 13 fémeas SM/J e 6
fémeas LG/J em fase materna. Assim, testamos a presenca de variagdes nesses fendtipos entre
as linhagens parentais.
Andlise dos resultados de Peso e Ansiedade

Utilizamos a variacao do peso (VP) logo apds o parto (PP) até o desmame (PD)
apos trés semanas (VP=PD-PP). Fizemos uma andlise de correlagdo de Pearson (r) (Pearson
1920 — em Zar 1999), usando o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009), entre
cada dois dias sequenciais e encontramos duas tendéncias distintas na variagdo de peso do
parto até o desmame. O registro D1 ainda sofre os efeitos da perda de peso do parto, mas do
D2 até o D5 as fémeas, em geral, ganham peso. No D6 até o D21, as fémeas perdem peso.
Assim, separamos o fenotipo de peso em duas varidveis: Peso entre o segundo dia até quinto
dia pos-parto (VP1=D5-D2) e peso entre o sexto dia e o vigésimo primeiro dia pds-parto
(VP2=D21-D6). Verificamos estatisticamente as diferengas entre VP1 e VP2 nas fémeas F»
em fase materna usando o teste paramétrico ¢ de Student (Fisher 1925 — em Zar 1999).

Utilizamos o programa X-Plo-Rat (versao 1.1.0 de 2005; disponivel em http://
scotty.ffclrp.usp.br) para a interpretacio manual das gravagdes dos testes de Labirinto em
Cruz Elevado. Avaliamos a freqiiéncia de entrada completa (com as quatro pernas) nos bragos
abertos (Frequéncia Aberto) e fechados (Frequéncia Fechado); e o tempo de permanéncia de
cada animal nos bragos abertos (Tempo Aberto) e nos bragos fechados (Tempo Fechado).

Para as linhagens SM/J e LG/J (com pouco numero de dados) utilizamos o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (U) (Mann e Whitney 1947 — em Zar 1999) com o
programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009) para compararmos, dentro de cada
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linhagem, a frequéncia de entrada e tempo de permanéncia entre os bragos abertos e fechados.
Isso permitiu conhecermos a presenga de ansiedade em cada linhagem parental.

Para as fémeas F2, usamos os fenotipos Frequéncia Relativa Aberto (frequéncia
de entradas nos bragos abertos dividida pela frequéncia de entradas no bragos aberto e
fechados, em %) e Tempo Relativo Aberto (tempo de permanéncia nos bragos abertos
dividido pelo tempo de permanéncia nos bragos aberto e fechados, em %). Esses fenotipos sao
importantes por fornecerem uma medida do comportamento de exploragcdo (negativamente
relacionado com a ansiedade) retirando a influéncia da locomogao em geral (Walf e Frye
2007). Usando esses valores, comparamos as fémeas F> controle fora da fase materna com as
fémeas F> em fase materna utilizando o teste Lambda de Wilks (A) (fenotipos de ansiedade
agrupados) e o teste F (fendtipos de ansiedade separados) de uma MANOVA (Zar 1999) com
o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009).

Fizemos o teste de Mann-Whitney (U) (Mann e Whitney 1947 — em Zar 1999),
com o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009), para conhecermos se existem
diferencas significativas entre as fémeas das linhagens SM/J e LG/J e com cada linhagem
parental entre as fémeas F» em fase materna para os fenotipos Frequéncia Relativa Aberto e
Tempo Relativo Aberto.

Tamanho de Ninhada e Idade

Registramos o numero de filhotes nascidos (Tamanho de Ninhada) nas
linhagens SM/J e LG/J, e as geragdes F1 e F». Para termos uma idéia da relagdo do Tamanho
de Ninhada e a variagdo do peso, fizemos uma andlise de correlagdo de Pearson (Pearson
1920 — em Zar 1999) entre peso (VP1 e VP2) e Tamanho de Ninhada usando o programa
SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009).

A comparacdo do Tamanho de Ninhada entre todas nossas linhagens e
intercruzamento informou sobre as interagdes dos componentes genéticos desse fendtipo. Para
as analises desses valores entre as linhagens, usamos os testes de Mann-Whitney (U) (Mann e
Whitney 1947 — em Zar 1999) e de Kruskal-Wallis (K) (Kruskal e Wallis 1952 — em Zar
1999) com o programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc. 2009).

Registramos também a idade das fémeas F2» (do nascimento até o parto) para

testarmos sua influéncia nos fenoétipos de construcao de ninho.

Andlise do Fendtipo em geral
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Antes de todas as analises dos fenotipos, retiramos todos os registros com
vazamento do bebedouro (aproximadamente 15 registros). Por preencher a caixa do animal
com agua, consideramos tal evento um fator estressante para fémea e, assim, uma
interferéncia nos fenodtipos. Depois, checamos os valores muito discrepantes para as variaveis
de ninho, peso e ansiedade; e retornamos aos registros originais para esclarecimento.
Decidimos manter os poucos dados discrepantes (um pouco mais de trés desvios padrao) que
restaram por ndo conhecermos a distribui¢do probabilistica de nossa populagdo para esses
fenotipos.

Testamos, separadamente, a influéncia da idade, tamanho de ninhada, peso e
ansiedade das fémeas F> em nossos fendtipos, em conjunto, de constru¢do do ninho pré-parto
e construcao pés-parto. Para isso, usamos no programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT Software Inc.
2009), Analise de Correlagdo Canédnica (R?) (Hotelling 1936 — em Zar 1999) para
conhecermos a correlacdo entre dois conjuntos de variaveis e a significAncia dessas conexdes
entre os componentes fenotipicos.

Usamos o General Linear Model (GLM), com o programa SYSTAT 13.0
(SYSTAT Software Inc. 2009) para conhecermos o efeito das varidveis peso, ansiedade, idade
e tamanho de ninhada como um todo nas varidaveis de construcdo de ninho em Fy;
separadamente para pré e pds-parto. Testamos, assim, todas as conexdes entre os fenotipos € a
influéncia dessas interagdes no comportamento de constru¢do de ninho. Para o modelo,
usamos as funcoes lineares:

NPré=p+TN+1+VP1+VP2+FA+TA+e
NPos=pu+TN+1+VPl+VP2+FA+TA+e

Sendo NPré = todos os fenotipos de ninho pré-parto; NPos = todos os fenotipos
de ninho pos-parto; pu = constante; TN = o tamanho da ninhada nascida; I = a idade da fémea
ao parto; VP1 = a variacdo de peso entre o segundo e quinto dia apds o parto; VP2 = a
variacao de peso entre o sexto e 21° dia apos o parto; FA = a frequéncia de entradas relativas
(%) nos bragos abertos do labirinto; TA = o tempo de permanéncia relativa (%) nos bragos
abertos do labirinto; e e = residuo.

Usamos um nivel de significancia, alfa, de 0,05 para todos os testes entre os
fendtipos. Em Resultados, destacamos todos os valores significativos com um asterisco (*).

Genotipo
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O cruzamento do tipo Progénie F> de intercruzamento em camundongos
permite a varredura do genoma completo por QTLs com, geralmente, 70 a 90 marcadores
uniformemente distribuidos (Williams, 1998). No presente estudo, utilizamos 101 marcadores
moleculares de microssatélites para cada uma das 234 fémeas F». Esses marcadores abrangem
todos os 19 cromossomos autossdmicos € o cromossomo sexual X de forma aproximadamente
uniforme (Figura 3), e sdo polimorficos (no nimero de repeti¢des) nas linhagens SM/J e LG/
J; com tamanhos suficientemente distintos para separagdo visual em gel de agarose. Um
animal F» pode herdar as duas regides microssatélite da linhagem SM/J, as duas da LG/J, ou
uma regido de cada linhagem. Considerando o tamanho do microssatélite de cada linhagem

parental, conhecemos o gendtipo das fémeas F».
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Figura 3: Localizacdo dos marcadores microssatélites que usamos nos 20 cromossomos (19 autossdmicos e 1
sexual) do genoma de camundongos.

Extraimos o DNA celular total do figado das 234 fémeas F> com o protocolo de
tiocianato de guanidina (Nelson e Krawetz, 1992). Utilizamos a técnica de PCR com auxilio
de um aparelho termociclador PTC 200 (BIORAD) para amplificarmos os marcadores
moleculares. Para cada conjunto de primers, padronizamos a temperatura de hibridizagao

(com diferentes gradientes de temperatura com o DNA das linhagens SM/J, Fi e LG/J).
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Baseamos no protocolo para microssatélites descrito por Dietrich e colaboradores (1992) e
modificado por Routman e Cheverud (1994). As modificagdes envolvem a adi¢do de corante
(Vermelho de Cresol) e sacarose entre os componentes da PCR que ndo alteram seu produto, €
facilita a aplicacdo, pois adicionamos o corante a solu¢do principal e depois distribuimos entre
os tubos individuais. Isso permitiu genotiparmos um grande numero de individuos
rapidamente, pois aplicamos o material amplificado diretamente no gel de corrida.

Aplicamos o produto da PCR em gel de agarose 3% ou 5% — dependendo do
marcador — com tampao de TBE “1X” (tris-Cl a 90mM, acido bérico 90mM, EDTA a 20mM
e agua destilada) e com Brometo de Etidio. Usando uma cuba com tampao TBE, com metade
(0,5X) da concentragdo do gel, atraimos o DNA aplicado para o pdlo positivo a 200mA. Apds
a separacao do material, fotografamos o gel para genotipagem das fémeas.

Devido o limite de 96 pogos da placa, fizemos, para cada marcador, 92 fémeas
F2 por vez, mais os individuos parentais LG/J ¢ SM/J e Fi e um poco controle (sem DNA)
para testarmos contaminacdo. No total, realizamos cerca de 25.000 genotipagens.

Analise de QTL

Com os dados genotipicos das fémeas F2, conhecemos a origem (SM/J+SM/J,
SM/J+LG/] ou LG/J+LG/J) e, consequentemente, a taxa de recombinacdo entre oS
marcadores microssatélites. Usando a fun¢do Kossambi, com o programa Map Manager QTX
(Manly e colaboradores 2001), criamos o mapa de ligacdo dos marcadores para o nosso
intercruzamento. Com 1isso, realizamos o mapeamento por intervalo, no qual criamos
intervalos teoricos de 2cM entre cada marcador, calculando as diferentes probabilidades do
valor genotipico para cada regido (Lander e Botstein 1989).

Utilizamos a analise de QTL para testarmos a associagdo entre os gendtipos e
fenodtipos. Essa técnica, apesar de dispendiosa, ¢ ainda hoje eficiente em diferentes estudos
(Hunter e Crawford 2008), e permite investigar a arquitetura genética envolvida no fenotipo
em questdo. A analise combina genética quantitativa com mapa genético e € uma importante
ferramenta na tentativa de apontar genes candidatos; sendo especialmente Util para elucidar o
tipo de efeito dos genes (Lynch e Walsh 1998; Flint 2003). A analise de QTL ¢ uma correlagao
entre fendtipos segregantes e marcadores genéticos polimoérficos dispersos no genoma; e
consiste em uma varredura de regides que tenham genes (transmitidos em conjunto na
meiose) afetando o fendtipo em questdo (Liu 1997).

Andlise de QTL individual



26

Usamos 10 fenotipos para as andlises de QTL — sete relacionados com o
comportamento de constru¢ao de ninho (trés pré-parto e trés pos-parto), dois com peso e dois
com ansiedade.

A. Constru¢do de ninho pré-parto: Presenca do Ninho e Estrutura do Ninho.
Ambos vetores resultantes de uma PCA entre as variaveis Presen¢a do Ninho, Fechamento do

Ninho e Altura do Ninho. Material Usado, como um vetor resultante da PCA entre as

variaveis Algodao Usado e Papel Usado.

B. Constru¢ao de ninho pds-parto: Presenca do Ninho e Estrutura do Ninho.
Ambos vetores resultantes de uma PCA entre as variaveis Presen¢a do Ninho, Fechamento do
Ninho e Altura do Ninho. Variacdo de Temperatura, isoladamente.

C. Peso: Variagao de peso do D2 até D5 (VP1) e variacao de Peso do D6 até
D21 (VP2).

D. Ansiedade: Frequéncia relativa de entradas nos bracos abertos (Frequéncia
Relativa Aberto) e tempo relativo de permanéncia nos bragos abertos (Tempo Relativo
Aberto).

Estimamos a presenga de potenciais QTLs e as suas posi¢des relativas por
mapeamento por intervalo (Lander e Bolstein 1989) usando analise de regressdo multipla
(Haley e Knott 1992). Essa andlise consiste na regressao do fenotipo pelos registros de
gendtipo em intervalos de 2 ¢cM ao longo de cada cromossomo. Esses coeficientes de
regressao sao as estimativas dos valores genotipicos aditivos (a) e de dominancia (d) se um
QTL ocorre na posigdo testada (Falconer e Mackay 1996). Obtivemos a probabilidade de um
gene afetar o fendtipo naquela posicdo especifica usando o procedimento MIXED no
programa SAS 9.0 (SAS Institute 2004). Mesmo desconhecendo a distribui¢do probabilistica
da maioria dos nossos fenotipos, utilizamos modelos paramétricos pela acuracia do método
(Kort 1973) e sucesso em analises de QTL (Visscher ¢ colaboradores 1996, Rebai 1997).
Avaliamos a significancia estatistica do teste utilizando “LOD” (logarithm of odds) scores.
Por meio de uma PCA (Pearson 1901 —em Zar 1999), com programa SYSTAT 13.0 (SYSTAT
Software Inc. 2009), obtivemos os valores vetoriais (eigenvalues) da matriz dos intervalos
genotipicos entre os microssatélites. Assim, calculamos com o modelo os LOD scores em dois
niveis de significancia — no nivel cromossomico e no nivel gendmico, baseados no modelo
multiloco de Li e Ji (2005). Os LOD scores acima do valor de significancia no nivel do

Cromossomo apenas sugerem associacdo entre o componente genético € o componente
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fenotipico. Esse valor de significancia ¢ muito informativo, pois representa um equilibrio
entre a eliminacdo de resultados falsos positivos evitando falsos negativos (Weller e
colaboradores 1998). J& LOD scores acima do nivel gendmico indicam evidéncia altamente
significativa dessa associag¢do (Lander e Kruglyak 1995).
Anadlise de QTL epistatico

Testamos a interagdo entre todos nosso genotipos criados pelo mapeamento por
intervalos usando o modelo de epistasia “fisioldgica” (Cheverud 2000) com o programa SAS
9.0 (SAS Institute 2004). Nesse modelo, os valores genotipicos epistaticos sdo definidos e as
suas contribuigdes para as variancias aditivas e de interagdes sdo incluidas simultaneamente
em um teste de significancia para epistasia. Investigamos cada par de regides genotipicas dos
fenodtipos de construgdo de ninho para as interagdes epistaticas. Para os fendtipos de peso e
ansiedade, investigamos cada par de QTL individual. Realizamos regressoes multiplas com os
valores fenotipicos para os pares de locos utilizando os coeficientes genotipicos aditivos, de
dominancia e os seus produtos. Consideramos como variaveis independentes as formas de
intera¢des aditiva-por-aditiva (Xa1 * Xa2), aditiva-por-dominante (Xa1 * X42), dominante-por-
aditiva (Xq1 * Xa2), € dominante-por-dominante (Xq1* Xa2). Testamos a significancia
estatistica conforme descrito por Routman e Cheverud (1997) e Cheverud (2000). Com
nossos marcadores, usamos um valor de threshold para “p” de 1,6E-05. Consideramos o

intervalo de confianca de £10 cM em cada QTL epistatico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Fenotipo
Construcdo de ninho

As andlises do comportamento de constru¢do de ninho entre as linhagens
parentais SM/J e LG/J, e as geragdes Fi e F2 revelaram dados interessantes. Entre as linhagens
parentais, nao existem diferencas significativas para os fendtipos pré-parto Presenca do Ninho
(U=355; p=0,4), Fechamento do Ninho (U=236; p=0,09) e Altura do Ninho (U=318; p=0,6).
Encontramos, porém, maiores valores médios no intercruzamento Fi e F2 na comparagao com
as duas linhagens SM/J e LG/J para Presenga do Ninho (K=10,277; p=0,02*), Fechamento do
Ninho (K=11,228; p=0,02%*) e Altura do Ninho (K=51,05; p=0,01%*). Entre F; e F2 ndo existem
diferengas para Presengca do Ninho (U=3124; p=0,1) e Fechamento do Ninho (U=2870,5;
p=0,3), mas a Altura do Ninho ¢ significativamente maior em F> (U=1676; p=0,01%*). Esses
resultados em conjunto (Figuras 4 e 5) indicam um aumento do valor da constru¢do de ninho
dos hibridos em relacao a média dos parentais. Tal desvio, também chamado de heterose, ¢
encontrado em outros comportamentos (Lee 1973), revelam interacdes entre os componentes
genéticos de um fenotipo (Lynch e Walsh 1998). Esse efeito ¢ resultado do balango positivo
entre os efeitos benéficos da complementaridade na progénie dos genes letais recessivos dos
parentais (interagdes de dominancia) e os efeitos prejudiciais da perda de complexos génicos

coadaptados (interacdes de epistasia) (Lynch e Walsh 1998).

[J Presenca Pré
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Figura 4: Valores médios de Presenca do Ninho e Figura 5: Valores médios de Altura do Ninhc
Fechamento do Ninho para fémeas das linhagens fémeas das linhagens SM/J e LG/J, e as hibridas F
SM/J e LG/J, e as hibridas Fi e F». * = diferenga significativa das parentais.
* = diferenca significativa das parentais. ** = diferenca significativa das parentais e F.

Considerando a mesma influéncia ambiental e a semelhan¢a na construgdo do

ninho entre SM/J e LG/J, somente com interacdes dominantes e/ou epistaticas as linhagens Fi
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e F2 seriam diferentes das linhagens parentais. Essa conclusdo ¢ suportada por uma analise
anterior que fizemos com esse mesmo intercruzamento, € encontramos um aumento na
qualidade geral do ninho em Fi em relacdo a média das linhagens parentais e uma menor
reducdo, devido a epistasia, da qualidade em F> (Sauce e colaboradores 2008).

Em relagdo ao comportamento de construcao de ninhos nas fémeas F> em fase
materna, as médias, erros da média e desvios padrao das varidveis pré e pos-parto estdo na
Tabela 1.

Tabela 1: Nimero de individuos amostrados ¢ médias, para fémeas F> em fase materna, dos valores pré e pos-

parto de Presenca do Ninho, Fechamento do Ninho ¢ Altura do Ninho (centimetros); e os valores pré-parto
Algoddo Usado (gramas) e Papel Usado (gramas).

Periodo Pré-Parto Periodo Pos-Parto

Presenca |Fechamento|Altura do|Algodao| Papel |Presenca|Fechamento [Altura do| Variagdo de
do Ninho| do Ninho | Ninho | Usado | Usado |do Ninho| do Ninho | Ninho [Temperatura

(0al) | (0al) (cm) (€9) (g | (0al) (0al) (cm) (°C)
Numerode |55 224 24 116 106 | 241 238 139 232
Fémeas F»
E’,Iégia dal og73 0145 3752 1862 0761 | 0958 0072 3217 2613
n Fazgem +0,015 0,015 0,055 +0,081 +0,042| =0,01 0,01 £0,089  £0,075

O teste Lambda de Wilks da MANOVA mostrou que existem evidéncias
suficientes para as diferencas entre os periodos pré e pds-parto para os fendtipos reunidos
Presenca do Ninho, Fechamento do Ninho ¢ Altura do Ninho (A=0,868; p=10-1%). A Presenca
do Ninho é maior no pds-parto (F=13,663; p=103*), mas com o pré-parto com valores
maiores para Fechamento do Ninho (F=8,045; p=0,005*) e Altura do Ninho (F=29,181;
p=10-6*). Tais resultados podem ser causados pelas diferentes influéncias entre os dois
periodos na fémea; com grande estimulo hormonal antes do parto e uma predominancia de
estimulos sensoriais dos filhotes apos o parto (Rosenblatt 1975). Além disso, a presenga dos
filhotes no pos-parto pode modificar os fendtipos de ninho avaliados. E mais dificil, por
exemplo, um ninho permanecer fechado com filhotes se movendo (em comparacdo a um
ninho pré-parto), e mais facil anotarmos erroneamente a presenga de um ninho pds-parto
(devido a presenga de filhotes na maravalha, em comparagdo a um ninho pré-parto). Por esses
motivos, tratamos os fendtipos pré e pos-parto separadamente para as analises de QTL.

Na comparacao entre machos F> e fémeas F» em fase materna, verificamos que
ndo existem diferencas significativas para os fenotipos Presenca do Ninho (U=1451,5; p=0,7),

Altura do Ninho (U=1489,5; p=0,2), Algodao Usado (U=638; p=0,9) e Papel Usado (U=713;
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p=0,2). Entre fémeas F> em fase materna e fémeas F> fora de fase materna ndo existem
diferencas significativas para os fenotipos Presenca do Ninho (U=1086,5; p=0,7), Fechamento
do Ninho (U=1146; p=0,1), Algodao Usado (U=666; p=0,1) e Papel Usado (U=376; p=0,9).
Ainda na comparacdo com as fémeas F> em fase materna, as analises mostraram que machos
F> sdo inferiores para o fenotipo Fechamento do Ninho (U=1628; p=0,045%) e fémeas F, fora
da fase materna sdo inferiores para Altura do Ninho (U=1425; p=0,006*). Encontramos
diferencas nas comparagdes entre os trés grupos (fémeas F2 em fase materna, machos F2 e
fémeas F» fora da fase) para Fechamento do Ninho (K=6,133; p=0,045*) e Altura do Ninho
(K=9,109; p=0,02%*) (Figuras 6 e 7). Nao existem diferencas entre machos e fémeas F> fora de

fase materna para os fenotipos de construg¢do de ninho.

| W Fechamento Pré | | O Altura Pré (cm) |
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Materna Macho N&o Materna Materna Macho Nao Me
Figura 6: Valores médios de Fechamento do Ninho Figura 7: Valores médios de Altura do Ninhc
para fémeas F» em fase materna e fora de fase fémeas F2 em fase materna e fora de fase m:
materna (ndo materna), e machos Fo. (ndo materna), e machos Fa.
* = diferenca significativa dos outros grupos. * = diferenga significativa dos outros grupos.

As semelhangas gerais na constru¢dao de ninho pré-parto entre género (macho e
fémea) e momento materno (dentro e fora da fase materna) mostram a proximidade desse
comportamento nos animais F2 em nossas fémeas. Diferentes de alguns outros mamiferos, o
comportamento de constru¢do de ninho em roedores ndo ¢ especifico da fase materna (Weber
e colaboradores 2008). Ninhos de adultos (para termorregulagdo e repouso) e ninhos maternos
apresentam semelhangas e diferengas (Denenberg e colaboradores 1969).

As diferengas que encontramos para Fechamento e Altura do Ninho entre os
trés grupos F2 sugerem um efeito especifico da fase materna (no periodo pré-parto) para esses
dois fendtipos — agrupados nas analises de QTL por representarem a qualidade geral do ninho.
Esses resultados sdo suportados pela evidéncia que, em camundongos, os ninhos maternos

téem em média o dobro da altura dos ninhos de adultos, e sdo muitas vezes fechados (Weber e
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colaboradores 2008). Talvez essa diferenca na qualidade do ninho seja por estimulo hormonal
especifico da gravidez aprimorando a constru¢do normal do ninho para adultos (Schneider e
Lynch 1984) de nossos controles com machos e fémeas fora de fase materna. Assim, o
comportamento de construcdo de ninhos de adultos e ninhos maternos parecem ter
componentes genéticos em comum (Lynch, 1981), mas com alguns deles dependentes da fase
materna.

Além disso, em nossas fémeas em fase materna pode existir uma resposta
diferencial especifica apds o parto pelos estimulos dos filhotes. Zarrow e colaboradores
(1971) mostraram que a remo¢do dos bulbos olfatorios em fémeas de camundongos apds o
parto impediram a constru¢do de ninhos, possivelmente pelo dano na termorregulacdo e no
reconhecimento dos filhotes na ativacdo desse comportamento. Pelas diferengas que
encontramos em nossas fémeas F> para os fenotipos de ninho entre os periodos pré e pos-
parto, talvez esse seja o caso.

Usando a Andlise de Componente Principal (PCA) conseguimos, como
esperado, reduzir algumas variaveis e conhecer melhor a relagdo entre elas para as fémeas F»
em fase materna para as andlises de QTL. A PCA para as varidveis de constru¢do de ninho
pré-parto (Presenca do Ninho, Fechamento do Ninho, Altura do Ninho, Algoddo Usado e
Papel Usado) revelou trés agrupamentos entre os fenotipos. Devido ao nimero reduzido de
avaliacdes para as varidveis pré-parto Algodao Usado e Papel Usado (133 fémeas no método
novo, apenas), realizamos uma PCA separada entre ambas varidveis relacionadas com o uso
de material. Obtivemos um vetor abrangendo 94,6% de toda a variacao no uso de materiais no
ninho. Isso significa que as fémeas que buscam materiais para a constru¢ao do ninho nao tém,
geralmente, preferéncias: mostrado também pelo alto coeficiente de correlagdo de Pearson
(r=0,89) entre o algodao e o papel usados.

Para as variaveis restantes pré-parto Presenca do Ninho, Fechamento do Ninho
e Altura do Ninho reduzimos os dados para dois vetores (Presenca do Ninho e Estrutura do
Ninho): que explicam 83,3% de toda a variacdo. Essa disting@o entre estrutura (ou qualidade)
e presenc¢a do ninho existe na comparacao entre as linhagens parentais SM/J e LG/J (Sauce e
colaboradores 2009). As fémeas LG/J constroem ninhos, mas sua qualidade ¢ menor que das
fémeas SM/J. Isso indica a relevancia biologica de nossos agrupamentos das varidveis de
construcao de ninho. De acordo com as variaveis envolvidas, interpretamos o agrupamento da

seguinte forma: Presenca do Ninho isoladamente para o mesmo fendtipo, Estrutura do Ninho
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para altura e fechamento do ninho, e Material Usado para uso de ninho e algoddo. Tais

agrupamentos de varidveis contém informacdes distintas quanto a constru¢do do ninho.

Utilizamos o valor normalizado desses vetores Presenga do Ninho, Estrutura do Ninho e

Material Usado em cada fémea F> em fase materna para as analises de QTL (Figura 8).

Ninho Pré-Parto
PCA PCA
fgrr\ioitri‘;;%s Presenga Fechamento  Altura do Algodao Papel
originais do Ninho  do Ninho Ninho Usado  Usado
(analises gerais)
|= vetor 2° vetor o
(54,58%) /\ (28,70%) (94.6%)
rfeesr:x?tt;lr)\?:s Estrutura do Presenca do Material
(andlises de QTL) Ninho Ninho Usado

Figura 8: Fenotipos de Ninho Pré-Parto das fémeas F» que usamos nas analises gerais (acima), ¢ a
transformagdo e reducdo de variaveis, pela PCA, para as analises de QTL (abaixo). Cada valor da
seta indica a variagdo explicada (em %) do vetor em relacdo as variaveis originais.

Para as variaveis de ninho pos-parto, fizemos a PCA dos fenétipos Presenca do

Ninho, Fechamento do Ninho e Altura do Ninho para mantermos o padrdo da PCA pré-parto.

Obtivemos dois vetores explicando 83,9% de toda a varia¢do; que interpretamos como

Presenga do Ninho e Estrutura do Ninho (da mesma forma que os dados pré-parto).

Utilizamos o valor normalizado desses vetores Presenca do Ninho e Estrutura do Ninho em

cada fémea F» em fase materna para as andlises de QTL. Utilizamos o feno6tipo Variagdo de

Temperatura inalterado (Figura 9).
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Ninho Pos-Parto
PCA
fs:?::“;?ss Presenca Fechamento Altura do Variacao de
orig . do Ninho do Ninho Ninho Temperatura
(analises gerais)
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(50,98%) (32,92%)
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Figura 9: Fendtipos de Ninho Pés-Parto das fémeas F2 que usamos nas analises gerais (acima), ¢ a
transformagdo e reducdo de variaveis, pela PCA, para as analises de QTL (abaixo). Cada valor da
seta indica a variagdo explicada (em %) do vetor em relacdo as variaveis originais.

Peso
Os dados de peso da fémea na fase pos-parto, nas fémeas F2, VP1 (entre D5 e
D2) e VP2 (entre D21 e D6) revelaram uma grande variagdo em cada fenotipo (Tabela 2); em
especial em VP2, possivelmente pelo maior numero de dias envolvidos.
Tabela 2: Numero de individuos e médias, para as fémeas F», dos valores de variagdo

de peso entre os dias 2 e 5 poés-parto (VP1, em gramas) e variacdo de peso entre os
dias 6 e 21 pos-parto (VP2, em gramas).

VP1(g) VP2 (g)
Numero de Fémeas F» 234 207
Meédia da Linhagem F» 1,618+0,129 -2,295+0,333

O contraste entre VP1 e VP2 (t=10,956; p=10-13*) em nossas fémeas indica que
nesse intervalo de trés semanas entre o parto e o desmame houve uma ingestdo grande e
diferencial de alimentos pelas maes. Na correlacdo entre os dias, as fémeas, em média,
ganham peso (r=0,16) do segundo até o quinto dia (VP1), provavelmente pela ingestdo de
alimentos superar o dispendioso gasto de energia da producdo de leite. Porém, a perda de peso
nas fémeas (r=-0,23) do sexto at¢é o dia do desmame (VP2) indica uma redug¢do ou
manutencdo da taxa de ingestdo alimentar, considerando que a demanda por leite dos filhotes
¢ cada vez maior.

Essa diferenga entre VP1 ¢ VP2 em nossas linhagens ¢ suportada em roedores
pela conhecida influéncia de hormoénios, como a prolactina, na maior ingestdo de alimentos e

no ganho de peso pela maior deposicao de gordura (Moore e colaboradores 1986). Ao longo
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do periodo pds-parto, a prolactina tem seus niveis plasmaticos reduzidos (Amenomori e
colaboradores 1970); explicando parte da perda de peso em fémeas. A prolactina tem
conhecida influéncia em diversos comportamentos de cuidado materno em fase pré e pos-
parto (Mann e Bridges 2001), incluindo efeito sobre o comportamento de constru¢do de ninho
(Voci e Carlson 1973). Assim como a prolactina, os horménios progesterona e estradiol
também tém seus niveis plasmaticos influenciados pela fase materna e associados com
mudanga de peso e acimulo de gordura (Mayes e Watson 2004). Lisk e colaboradores (1971)
encontraram em camundongos um efeito da progesterona e o estradiol, em conjunto, na
melhora da qualidade de ninho materno construido; mostrando a importancia deles para esse
comportamento. Por esses motivos, a prolactina, a progesterona e o estradiol sdo potenciais
componentes conectados com a variagdo de peso e construcdo de ninho em nosso
intercruzamento.

A andlise candnica entre peso e construcdo de ninho mostrou que ndo existem
associagoes significativas entre o conjunto dos fenotipos de peso (VP1 e VP2) e o conjunto
dos fenotipos de construcdo de ninho pré-parto (p=0,1), € o conjunto dos fendtipos de
construc¢do de ninho pos-parto (p=0,3). Porém, o fenoétipo VP1 isolado revelou uma correlagao
fraca (R?>=0,12), mas significativa (p=0,03*) com o conjunto ninho pré-parto. O mesmo
ocorreu entre VP1 ¢ o conjunto de ninho pds-parto; com uma fraca correlagdo (R?=0,1), mas
significativa (p=0,01%*). Isso indica que diferencas na variagdo de peso durante os primeiros
dias apds o parto parece ser influenciada por algum hormoénio ou neurotransmissor/
neuroreceptor que causa também diferencas na constru¢do geral de ninho no periodo de
gravidez e apds o parto. Como essa correlagdo ndo ocorre entre VP2 e ninho, esse efeito
parece ser temporalmente regulado para os dias mais proximos antes e depois do parto.
Ansiedade

A ansiedade, avaliada pelo teste de Labirinto em Cruz Elevado, em nossas
fémeas F2 em fase materna estd resumida da Tabela 3. Os nossos resultados mostram que
fémeas F> tém maior frequéncia e permanéncia nos bragos fechados (A=0,175; p=10-13%)
(Figuras 10 e 11). De acordo com as premissas do teste, maior frequéncia e tempo nos bragos
fechados representa, devido a ansiedade, uma preponderancia do comportamento de protecao

em relacdo ao comportamento exploratério (Rodgers e Dalvi 1997).
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Tabela 3: Numero amostrado e médias, para as fémeas F», dos valores de
frequéncia de entradas nos bracos fechados (em nimero de entradas) e tempo
de permanéncia nos bragos fechados (em segundos).

Frequéncia Relativa Tempo Relativo
Aberto (%) Aberto (%)
Numero de Fémeas F»
178
em fase materna
Média das Fémeas F2 em 16.681+1,534 0,241,364
fase materna
Numero de Fémeas F»
103
fora de fase materna
Meédia das Fémeas F 7.611+1,448 5.123+1,369
fora de fase materna

A ansiedade também existe nas linhagens parentais apds o parto, com maior

Frequéncia Fechado e Tempo Fechado nas fémeas SM/J (U=35 e p=0,02* para frequéncia;

U=43 e p=0,04* para tempo) e LG/J (U=4,5 e p=0,03* para frequéncia; U=2; p=0,01* para

tempo). No contraste entre as duas linhagens parentais, a linhagem LG/J tem menor

frequéncia relativa nos bragos abertos (U=16; p=0,045*) e passa relativamente menos tempo

no bracos abertos (U=16; p=0,045*), sendo, portanto, mais ansiosa (Figuras 10 e 11). A

linhagem SM/J tem maior frequéncia absoluta de entrada na totalidade dos bragos (U=2

p=0,002%). Em outro estudo, encontramos essas mesmas diferencas de atividade motora pelo

teste de arena, que mede, entre outros fatores, a mobilidade (Sauce e colaboradores 2009). Ou

seja, embora ansiosas, a tendéncia das fémeas LG/J ¢ ficarem mais paradas em geral do que as

fémeas da linhagem SM/J.

[0 Frequéncia Aberto
B Frequéncia Fechado

15,00 -
*
11,25 -
*
*
7,50 - X
3,75 1
0 -
F2 F2 Nao
SM/J LG/ Materna  Materna

Figura 10: Valores médios de Frequéncia Aberto e
Fechado para fémeas das linhagens parentais e as F»
em fase materna e fora de fase materna (ndo
materna).

* = diferenca significativa de Frequéncia Aberto
dentro deste grupo.

O Tempo Aberto
B Tempo Fechado

300 . *
%
225
150 - x
75
0
F2 F2
SM/J LG/ Materna  Mal

Figura 11: Valores médios de Tempo Abe
Fechado para fémeas das linhagens parentais e
em fase materna e fora de fase materna
materna).

* = diferenga significativa de Tempo Aberto ¢
deste grupo.
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Os fendtipos Frequéncia Relativa Aberto e Tempo Relativo Aberto tém, como
esperado, uma alta correlagdo (r=0,74), mas, pela diferenca restante e para facilitar a
comparagdo com futuros estudo, tratamos ambos separados durante todas as analises de
fenotipo e de QTL.

O teste de cada linhagem parental entre a geragdo F2> mostrou que as fémeas F»
tém maior frequéncia relativa nos bragos abertos (U=555,5; p=0,002*) e passam mais tempo
relativo nos bragos abertos (U=363; p=10-**) do que as fémeas SM/J. Entre F» e LG/J ndo
existem diferencas na Frequéncia Relativa Aberto (U=594; p=0,6) e no Tempo Relativo
Aberto (U=586,5; p=0,6). Assim, nossas fémeas F> tem um nivel de ansiedade relativamente
alto e parecido com as fémeas LG/J.

Na comparagao entre as fémeas apds o parto e as fémeas fora da fase materna,
encontramos que existem diferencas significativas para Frequéncia Relativa Aberto e Tempo
Relativo Aberto reunidos (A=0,938; p=10-*); com as fémeas em fase materna apresentando
maior frequéncia relativa nos bragos abertos (F=15,563; p=10-3*), mas ambas nio diferindo
para Tempo Relativo Aberto (F=3,864; p=0,5). Esse resultados sugerem que a ansiedade em
fémeas F> de nossas linhagens ¢ dependente da fase materna.

A correlagao canonica entre os fenotipos de construgao de ninho pré e pos e os
fendtipos de ansiedade ndo foi significativa (p=0,6 para pré parto; p=0,4 para pos-parto).
Também ndo foi significativa a correlacdo separada para Frequéncia Relativa Aberto (p=0,4
para pré parto; p=0,8 para pos-parto) e Tempo Relativo Aberto (p=0,4 para pré parto; p=0,2
para pos-parto).

Como a constru¢do do ninho materno em camundongos estd ligada
especificamente com o fechamento e altura do ninho (Weber e colaboradores 2008), também
testamos a correlacdo deles com a ansiedade, mas ndo encontramos correlagdes significavas
para Frequéncia Relativa Aberto (p=0,6 para pré parto; p=0,6 para pos-parto) e Tempo
Relativo Aberto (p=0,2 para pré parto, p=0,6 para poOs-parto). Todos esses resultados
evidenciam que, em F» em fase materna, o nivel de ansiedade ndo estd conectado com o
comportamento de construcdo de ninho antes e depois do parto. Diferentemente dos
resultados obtidos por Brunner e colaboradores 1999, em nossos animais parece nao existir o
efeito da atividade ansiosa no tempo gasto para a construcdo de ninho. Porém, o nivel de

atividade motora geral estd, em camundongos, associado com a constru¢do de ninho (Carter e
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colaboradores 2000) e talvez seja esse o0 caso em nosso intercruzamento — explicando a
discrepancia entre atividade motora e ansiedade que encontramos em SM/J e LG/J.
Tamanho de Ninhada e Idade

Obtivemos diferentes valores de Tamanho de Ninhada (numero de filhotes
nascidos) dos cruzamentos entre as linhagens endogamicas SM/J e LG/J, entre animais F; e
entre animais F2 (Tabela 4). Essas diferencas no Tamanho de Ninhada sdo significativas entre
SM/J e LG/J (U=344; p=0,02*), mas as linhagens parentais com médias inferiores em relagdo
as geragOes intercruzadas e os animais Fi com maior numero de filhotes (K=47,214; p=10%).
Isso evidencia o efeito esperado da endogamia na reducdo do valor adaptativo desses animais
e do hibridismo na heterose do tamanho de ninhada (van Haandel e Visscher 1995).

Tabela 4: Nimero de cruzamentos realizados de cada tipo e médias do Tamanho de Ninhada das amostras ¢ as

médias de Tamanho de Ninhada e Idade para as fémeas F> em geral; assim como os desvios padrdo de todas
as amostragens.

OLGH Q9SMJ 9Fi(A) 9Fi(A) 9FiB) QFi(B) QFi(AeB) QF;
ASMJ  ALGH  JdFi(A) JFB) JFi(A) JFi(B) & Fi(AeB) JF,
CN“mem de 24 20 14 13 16 13 56 258
ruzamentos
Média do TN| 6,46 425 9,43 8,46 9,75 969  936+04 8,47+0,19
Desvio
padrio doTN| 292 2.2 1,55 3,99 3,75 2,18 3,03 2,91

Outros estudos com intercruzamentos entre as mesmas linhagens de
camundongos levando em consideragdo a sobrevivéncia ao longo de uma semana sugerem a
mesma conclusdo (Peripato e colaboradores 2004, Gallo e colaboradores 2008). Todos esses
resultados indicam intera¢cdes dominantes e epistaticas entre os genes das linhagens parentais
para o fen6tipo de Tamanho de Ninhada. O possivel aumento no valor adaptativo na linhagem
F> pelo tamanho da ninhada pode estar conectado a outro fenotipo importante para o sucesso
de um individuo e seus parentes — o comportamento de constru¢do de ninho.

Ao checarmos a relacdo entre o Tamanho de Ninhada e os fenotipos de peso
VP1 e VP2, obtivemos o esperado. Em ambos os momentos apds o parto das fémeas F2, o
tamanho da ninhada parece explicar, em partes, a variagdo de peso (r=0,36 para VP1; r=-0,35
para VP2). Assim, um maior nimero de filhotes leva a um maior estimulo da ingestdo de

alimentos nos primeiros dias apos o parto. Tal resultado pode indicar em nossos animais uma
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conhecida relacdo dos niveis do hormonio prolactina (estimulante da ingestdo de alimentos) e
o tamanho de ninhada em ratos (Mattheij e colaboradores 1979). Nos ultimos dias da fase
materna, as fémeas F> com maior tamanho de ninhada perdem, em média, mais peso (devido a
correlacdo negativa). Possivelmente isso acontece pela reducdo da prolactina (e ingestdo de
alimentos) independente do numero de filhotes; levando a uma maior perda de peso nas
fémeas com maior ninhada pelo gasto superior na producao do leite.

A Analise CanoOnica mostrou uma correlagdo fraca e significativa (R*=0,12;
p=0,04%*) entre o Tamanho de Ninhada e os fen6tipos conjuntos de Constru¢do de Ninho pré-
parto. O mesmo tipo de correlagdo foi significativa (R?=0,08; p=0,04*) entre o Tamanho de
Ninhada e o conjunto de ninho pos-parto. Como o tamanho de ninhada em nosso
intercruzamento esta relacionado positivamente com ganho de peso, talvez esses fenodtipos e o
comportamento de construcdo de ninho estejam todos conectados e tenham um componente
causal em comum.

A idade das fémeas (média em F»>=153,95+3,73), porém, parece ndo estar
correlacionada com os fenotipos conjuntos de constru¢do de ninho pré-parto (p=0,1) e pos-
parto (p=0,2). Como todas nossas fémeas F> analisadas estavam em seu primeiro parto, talvez
a influéncia da idade seja relevante apenas quando indicadora de experiéncia materna
(Denenberg e colaboradores 1958). Em camundongos, a sobrevivéncia e o peso dos filhotes ¢
maior na segundo parto do que no primeiro (Brown e colaboradores 1999), mas isso parece
nao depender da idade.

Modelo Geral para Construgdo de Ninho

O modelo geral entre nossos fenotipos nas fémeas F2, considerando o teste
Lambda de Wilks (A) do GLM, revelou o que esperavamos: as nossas variaveis de idade,
tamanho de ninhada, peso e ansiedade consideradas conjuntamente t€ém pouco ou nenhum
efeito nos conjuntos dos fenotipos de construgdo de ninho. Obtivemos para os fendtipos do
periodo pré-parto: Idade (A=0,91; p=0,6), VP1 (A=0,917; p=0,7), VP2 (A=0,927; p=0,7),
Frequéncia Relativa Aberto (A=0,878; p=0,5) e Tempo Relativo Aberto (A=0,9; p=0,6).
Apenas Tamanho de Ninhada (A=0,695; p=0,04*) mostrou efeito significativo. Obtivemos
para os fendtipos em conjunto do periodo pds-parto: Idade (A=0,868; p=0,08), Tamanho de
Ninhada (A=0,908; p=0,2), VP1 (A=0,927; p=0,3), VP2 (A=0,960; p=0,6), Frequéncia Relativa
Aberto (A=0,959; p=0,6) e Tempo Relativo Aberto (A=0,860; p=0,07).
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A auséncia de efeitos gerais se deve provavelmente as diferentes informagdes
de cada fendtipo de ninho para esse comportamento e as conexdes entre tamanho de ninhada e
peso da fémea. Como observamos em nossos resultados separadamente, a presenca de um
ninho relaciona-se com o comportamento geral de construgdo de ninho (materno e de
adultos), com o periodo pos-parto distinto do pré-parto devido a presenca dos filhotes. A
estrutura do ninho (fechamento e altura) relaciona-se ao comportamento de construcao de
ninho do tipo materno; com o periodo pos-parto diferente do pré-parto por possiveis estimulos
dos filhotes no comportamento da mae e pela perturbagao dos filhotes na estrutura do ninho.
A quantidade de material usado deve ter relacdo com a atividade motora geral da fémeas (mas
ndo sua ansiedade), e a variacdo de temperatura dentro do ninho deve ter relagdo com o
tamanho de ninhada. Nos resultados separados, o peso e o tamanho de ninhada tém, cada, um
efeito nos fendtipos de construgdo de ninho pré e pds-parto. Porém, o proprio tamanho de
ninhada também estd associado com o peso. Provavelmente parte dessas interacdes e
diferengas consideradas em conjunto sejam antagonicas em nosso modelo geral — cancelando
os efeitos conjuntos.

Genotipo

Obtivemos uma quantidade média de 35 ng de DNA por 10mg de figado
durante o processo de extracao pelo protocolo de tiocianato de guanidina.

Durante o processo de eletroforese detectamos, nas padronizagdes dos
conjuntos de primers, polimorfismo para algumas regides em concentracdes menores que 0s
5% de agarose no gel previstos. A Figura 12 representa o padrao de bandas observados para
um determinado microssatélite na linhagem SM/J, F; e LG/J,
SM/J Fi respectivamente. O microssatélite com maior numero de
| repeticdes migra menos no gel em direcao ao pdlo positivo; e
L i g o microssatélite menor migra mais. Na Tabela 5

representamos as padronizagdes de temperatura de

hibridizacao e concentracdo de agarose para cada marcador.

Figura 12: Visualizagdo do gel de
agarose, apos eletroforese, do
polimorfismo de uma regido
microssatélite (D13Mitl).

Fizemos aproximadamente 25.000 genotipagens.
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Tabela 5: Padronizacdo da reagdo de marcadores microssatélites para as linhagens SM/J e LG/J. Nome do
marcador, tamanho da regido amplificada (em pares de base: bp), a melhor temperatura de hibridizagdo na
PCR, e a concentragdo minima de agarose no gel para visualiza¢do de polimorfismo.

Marcador Tamanho Temperatura Gel de |Marcador Tamanho Temperatura Gel de
Microssatélite da Regido de Hibridizagdo Agarose |Microssatélite da Regido de Hibridizagao Agarose
DIMit64 132pb 54°C 3% D10Mit213 150pb 54°C 5%
DIMit3 160pb 57°C 3% DI10Mitl5 184pb 54°C 2%
DIMit212 146pb 50°C 3% D10Mitl10 180pb 54°C 5%
DIMit74 138pb 54°C 3% D10Mit14 190pb 54°C 5%
DIMit7 104pb 59° C 3% D10Mit297 120pb 53°C 5%
DIMitll 100pb 51°C 3% D11Mit62 150-157pb 53°C 3%
DIMit14 180pb 54°C 5% D11Mit349 118-126pb 53°C 3%
DIMit541 123-124pb 51°C 3% D1IMitl5 150pb 53°C 3%
DIMitl17 167-179pb 54°C 5% D11Mit325 124pb 54°C 5%
D2Mitl 116-123pb 55°C 3% D11IMitl4 158-160pb 53°C 5%
D2Mit370 114-119pb 51°C 3% D11Mit168 125-147pb 54°C 5%
D2Mit380 118-122pb 52°C 3% DI12Mit37 140pb 54°C 5%
D2Mit17 194-201pb 56° C 5% DI12Mit2 134pb 54°C 5%
D2Mit307 149pb 56° C 5% DI12Mit5 48pb 54°C 5%
D2Mit22 189pb 55°C 3% DI12Mité6 105pb 54°C 5%
D2Mit265 105pb 53°C 3% D12Nds2 148pb 57°C 3%
D3Mit54 147pb 57°C 5% D13Mitl 236pb 54°C 1%
D3Mit22 220pb 48°C 5% D13Mitl15 144pb 55°C 5%
D3Mit12 149pb 48°C 5% D13Mit9 125pb 52°C 5%
D3Mit14 168-198pb 48°C 5% D13Mit147 108pb 57°C 3%
D3Mit32 175pb 48°C 5% D13Mit35 193pb 54°C 5%
D4Mit235 116pb 50°C 5% |D14Ndsl 188pb 54°C 5%
D4Mit2 184-191pb 52°C 5% D14Mit212 102pb 54°C 3%
D4Mit153 111-117pb 50°C 5% D14Mit5 178-180pb 54°C 5%
D4Mitl16 230pb 48°C 5% D14Mit225 121-131pb 54°C 5%
D4Mit254 114pb 50°C 5% D14Mit266 148pb 53°C 2%
D5Mit349 124pb 52°C 5% |D15Mit13 136pb 50°C 5%
D5Mit233 114pb 54°C 5% D15Mit143 128-140pb 54°C 5%
D5Mité 135pb 54°C 3% D15Mit2 81-93pb 56° C 3%
D5Mit338 119pb 54°C 3% D15Mit41 123pb 52°C 5%
D5Mit59 122pb 54°C 3% D16Mit2 189pb 57°C 5%
D5Mit43 131pb 56°C 5% DI16Mit5 156pb 55°C 3%
D6Mitl 220pb 54°C 5% D16Mitl152 105pb 50°C 5%
D6Mit9 137-138pb 52°C 3% DI17Mit46 212pb 57°C 3%
D6Nds5 100pb 54°C 3% D17Mitl10 160pb 50°C 5%
D6Mit58 115-116pb 53°C 5% D17Mitt39 109pb 55°C 3%
D6Mitl15 253pb 54°C 3% D18Mit110 149pb 55°C 3%
D7Mit21 126-130pb 54°C 5% D18Mitl7 187pb 57°C 3%
D7Mit227 90pb 54°C 5% D18Mit51 196pb 57°C 3%
D7Nds1 220pb 47°C 3% D19Mit43 144pb 53°C 5%
D7Mit17 161pb 54°C 5% D19Mit39 254-256pb 55°C 3%
D7Mit71 117pb 50°C 5% D19Mit35 118pb 51°C 3%
D7Mit46 182pb 54°C 5% D19Mit137 119-122pb 53°C 5%
D7Nds4 200pb 50°C 5% DXMit55 137pb 53°C 5%
D8Mit58 166pb 54°C 5% DXMit144 124-125pb 53°C 5%
D8Mit343 153pb 54°C 3% DXMit64 110-130pb 55°C 3%
D8Mit89 131pb 53°C 5% DXMit172 129-148pb 53°C 5%
D8Mit324 111-117pb 50°C 5% DXMit67 171pb 46°C 5%
DIMit90 140pb 54°C 5%

D9Mit4 122pb 54°C 5%

DIMit8 183pb 53°C 5%

DI9Mit335 121-133pb 60°C 3%

DI9Mit18 180pb 54°C 5%

Analise de QTL

Regressoes dos valores de constru¢do de ninho pré e pds parto, peso e
ansiedade das fémeas F» nos valores genotipicos nos 101 marcadores microssatélites

permitiram procurarmos QTLs individuais pelo genoma. No total, obtivemos 23 regides que,
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individualmente, estdo significativamente associadas com a variacdo nos 10 fendtipos
analisados. Destes QTLs, 6 estdo acima do nivel de significancia genomico (de 2,95 para o
modelo geral; e 3,25 para os modelos aditivos e dominantes em separado) e, por isso,
representam alta evidéncia de conexdo com os fenotipos. Os 17 QTLs restantes estdo apenas
acima do nivel cromossdmico; sendo uma sugestdo dessas conexdes. Na Figura 13 estd o

resumo simplificado de todos os QTLs encontrados em relacdo aos cromossomos € 0s

y e
fenotipos.
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Figura 13: Localizag¢do dos QTLs individuais que encontramos nas fémea F> de nosso intercruzamento nos 14
cromossomos do genoma de camundongos, com os respectivos fenotipos e intervalos de confianga.

Construcdo de ninho

Dividimos o comportamento de constru¢do de ninho em 6 fendtipos distintos
(3 durante o periodo pré-parto e 3 durante o periodo pds-parto). Encontramos 15 QTLs
individuais para os fen6tipos de ninho, agrupados em periodo pré-parto e pos-parto.

Durante o periodo pré-parto (Tabela 6), todos os 10 QTLs individuais estdo em
cromossomos distintos, talvez devido as diferengas de cada fendtipo que observamos durante
a Analise de Componente Principal. Portanto, considerando cada fendtipo um importante

contribuinte para o comportamento de constru¢do de ninho, obtivemos um numero alto de
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componentes genéticos — esperado para um fenotipo complexo (Houle e colaboradores 1996;

Merila e Sheldon 1999).

Tabela 6: QTLs individuais dos fenétipos de constru¢do de ninho pré-parto. Cromossomo e posi¢do no
centrdmero (em cM) do LOD score mais alto, com marcador microssatélite associado e a distancia deste (em
cM). Intervalo de Confianga da regido (+1 LOD). Valores genotipicos estimados para os fenotipos: absolutos e
normalizados de aditividade (a, 2a/op) e de dominancia (d, d/op). Variacdo do fendtipo explicada pelo QTL
(em %). Modelo do LOD score mais alto (m=total, a=aditivo, d=dominante) e nivel de significancia atingido

Fenotipos Posi¢dao no Intervalo de Variagao LOD Modelo/
Ninho Crom Marcador +cM Centromero Confianca a d 2alop diop Explicada score  Sign
Pré-Parto (cM) (cM) (%) 9
6 D6Mit1 +10 10 0-20 -0,266  -0,423  -0,531 -0,423 4,3 2,102 m/crom
Presenca
do Ninho .
8 D8Mit58 +14 14 0-34 -0,375 0,007 -0,750 0,007 34 2,569 al/crom
7 D7Mit17  +16 82 74-90 -0,373  -0,282  -0,747  -0,282 6,4 3,577 algeno
15 D15Mit2  +20 56 50-56 -0,023 0,521 -0,046 0,521 4,4 2,924  d/crom
Estrutura
do Ninho .
17 D17Mit46 +12 12 0-30 0,473 -0,062 0,945 -0,062 53 3,337 algeno
X DXMit172 +0 42 36-52 -0,330 -0,037 -0,659  -0,037 5 3,246  al/geno
1 D1Mit3  +6 10 0-24 0,394 0,562 0,787 0,562 11,2 2,772 m/crom
. 10 D10Mit15 +4 26 10-36 0,071 0,838 0,142 0,838 9,1 2,741  d/crom
Material
Usado )
12 D12Mit5 +0 38 32-44 -0,041 -0,682  -0,082 -0,682 9,2 2,820 d/crom
16 D16Mit2  +12 12 0-34 0,454 0,506 0,908 0,506 11 2,653 m/crom

Os QTLs individuais dos fendtipos no periodo pré-parto, em separado, tém
efeitos independentes e de interagdes. Encontramos efeito de aditividade (efeito de uma copia
maior ou menor que o efeito da interacdo entre duas copias) em quatro QTLs: no fendtipo
Presenca do Ninho na regido do cromossomo & e Estrutura do Ninho nas regides dos
cromossomos 7, /7 e X. Nossas fémeas heterozigotas tém em média um fenoétipo com valor
mais alto que as homozigotas — caracterizando um efeito de sobredominancia — em quatro
QTLs: em Estrutura do Ninho na regido do cromossomo /5 e em Material Usado nas regioes
dos cromossomos /, /0 e 16. E encontramos efeitos de subdominéncia (heterozigotos com
médias inferiores aos homozigotos) em dois QTLs: em Presenca do Ninho na regido do
cromossomo 6 ¢ em Material Usado na regido do cromossomo /2. Esses resultados em
conjunto estdo de acordo com nossa hipotese de arquitetura genética do tipo II, pois os
componentes genéticos do comportamento de construcdo de ninho pré-parto em nossas
fémeas F» mostram efeitos de conexdo dentro de uma mesma regido na forma de sub e
sobredominancias.

Considerando os efeitos aditivos e dominantes da constru¢ao de ninho pré-

parto, os QTLs individuais do fenoétipo Presenca do Ninho explicam, em conjunto, 7% da
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variagdo em nossas fémeas F>. Os QTLs do fendtipo Estrutura do Ninho explicam, em
conjunto, 16,1% da variag¢do. Para Material Usado, as regides explicam em conjunto 26,6% da
variacdo. Esses resultados mostram influéncia de componentes genéticos no comportamento
de constru¢do de ninho pré-parto em nossas fémeas F2. Além disso, como esperado para a
nossa hipdtese de arquitetura genética do tipo II, os efeitos de cada QTL sdo moderados em
comparagdo com o encontrado em outros trabalhos (Ramos e colaboradores 1999; Turri e
colaboradores 2001).

Assim como no periodo pré-parto, todos os 5 QTLs individuais do periodo pds-
parto (Tabela 7) estdo em cromossomo distintos, talvez devido as diferencas de cada fenotipo
que observamos na PCA. Considerando cada fendtipo um importante contribuinte para o
comportamento de construcao de ninho, obtivemos um nimero bem menor de componentes
genéticos no periodo pos-parto em relagdo ao periodo pré-parto. Talvez isso seja pela menor
variagdo que encontramos na presenga, fechamento e altura do ninho devido a presenca dos
filhotes e aos estimulos hormonais apos o parto.

Tabela 7: QTLs individuais dos fenotipos de construgdo de ninho pds-parto. Cromossomo e posi¢do no
centromero (em cM) do LOD score mais alto, com marcador microssatélite associado e a distancia deste (em
cM). Intervalo de Confianga da regido (+x1 LOD). Valores genotipicos estimados para os fendtipos: absolutos e

normalizados de aditividade (a, 2a/cp) e de dominancia (d, d/op). Variagao do fendtipo explicada pelo QTL (em
%). Modelo do LOD score mais alto (m=total, a=aditivo, d=dominante) e nivel de significancia atingido

Fenoétipos Posigao no Intervalo de Variagao

Ninho Crom Marcador +cM Centromero Confianga a d 2alop dlop Explicada sl-c?a?e Mg:ier:o/
Pés-Parto (cM) (cM) (%) 9
'Zres‘?“ga 1 DIMit74 +4 36 22-48 0,140 -0762 0,281  -0,762 9,8 3,601 digeno

o Ninho

7 D7Mit17  +8 74 60-82 -0,397 -0,917 -0,793 -0,917 12,9 3,882 m/geno

Estrutura
do Ninho )

15  D15Mit2  +20 56 46-56 0,374 0,522 0,749 0,522 8,7 2,590 m/crom

L 2 D2Mit17  +6 80 66-98 -0,234  -0,506  -0,409 -0,442 4,6 2,544  m/crom
Variagéo de

Temperatura .\ hi4nds1 +10 10 0-24 0,067 -0,569 0,117  -0,497 31 2,385  dfcrom

No periodo pos-parto, todos os efeitos dos QTLs individuais sdo de interagdes.
Encontramos efeito de sobredominancia no QTL para Estrutura do Ninho na regido do
cromossomo /5. E encontramos efeitos de subdominancia em quatro QTLs: em Presenga do
Ninho na regido do cromossomo /, em Estrutura do Ninho na regido do cromossomo 7 € em
Variacao de Temperatura nas regioes dos cromossomos 2 ¢ /4. Esses resultados em conjunto
estdo de acordo com nossa hipotese de arquitetura genética do tipo II, pois os componentes
genéticos do comportamento de construgdo de ninho pds-parto em nossas fémeas F» mostram

efeitos de conexa@o dentro de uma mesma regido.
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Considerando os efeitos aditivos e dominantes da constru¢do de ninho poés-
parto, o QTL individual do fenotipo Presenga do Ninho explica 9,8% da variagdo. Os QTLs
do fenotipo Estrutura do Ninho explicam, em conjunto, 20,3% da varia¢do. Para Variacao de
Temperatura, as regides explicam em conjunto 7% da variacdo. Esses resultados, em
semelhanga ao periodo pré-parto, mostram uma consideravel influéncia de componentes
genéticos no comportamento de constru¢do de ninho pds-parto em nossas fémeas Fo. Além
disso, como esperado para a nossa hipdtese de arquitetura genética do tipo II, os efeitos de
cada QTL sao moderados em comparagdo com o encontrado em outros trabalhos (Ramos e
colaboradores 1999; Turri e colaboradores 2001).

Sobre os periodos pré e pds-parto em conjunto, existem QTLs no cromossomo
7 € no cromossomo /5 conectados aos fendtipos Estrutura do Ninho pré-parto e Estrutura do
Ninho pos-parto. O fendtipo Estrutura do Ninho ¢ uma medida da qualidade do ninho
composta dos fendtipos Fechamento do Ninho e Altura do Ninho; e essas regides antes e apds
o nascimento dos filhotes estdo aproximadamente no mesmo intervalo de confianga. Esse
resultado faz sentido em conjunto com as diferencas que encontramos para o fechamento e
altura do ninho de fémeas F> em fase materna comparadas com os dois grupos controles de
machos e fémeas fora de fase materna. Os mesmos hormonios responsaveis pela construgao
do ninho materno (superior ao ninho de adultos) durante a gravidez podem afetar também o
periodo apods o parto (Weber e colaboradores 2008). Apesar dos ninhos em nossas fémeas F»
serem diferentes durante os periodos pré e pos-parto, esses resultados das andlises de QTL
indicam um ou mais componentes em comum entre os dois momentos maternos influenciando
a qualidade do ninho. Talvez a qualidade dos ninhos construidos na gravidez apresentem
diferencas devido aos QTLs nos cromossomos /7 e X exclusivos para pré-parto, ou entdo pela
perturbacdo do ninho causada pelos filhotes apos o parto. Além disso, podem existir
influéncias de nosso método distinto colocando materiais (algoddo e papel) e trocando a caixa
da fémea diariamente apenas durante a fase pré-parto.

Encontramos um QTL préximo das regides encontradas para desempenho
materno por Peripato e colaboradores (2002) — que obtiveram QTLs individuais nos
cromossomos 2 ¢ 7. O QTL para Variacao de Temperatura do ninho estd no cromossomo 2 e
aproximadamente na mesma regido para desempenho materno. A manutencao da temperatura
proporcionada por um ninho materno ¢ essencial, pois camundongos nascem ectotérmicos e

tém fraca capacidade de termorregulacdo até a terceira semana de vida (Lynch e Possidente
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1978). Portanto, talvez a sobrevivéncia dos filhotes nos primeiros dias de vida em nossas
linhagens esteja conectada a uma eficiente termorregulacdo proporcionada pelo ninho em
algumas fémeas Fz. Além disso também encontramos QTLs no cromossomo 7 para a
construcdo de ninho, mas estdo em regides distantes por mais de 30 cM (considerando o
intervalo de confianga) daquela encontrada por Peripato e colaboradores (2002).

Na analise de epistasia entre os marcadores genotipicos de cada fenotipo de
constru¢do de ninho, encontramos muitas conexdes. No periodo pré-parto, nossos resultados
revelam dez interacdes afetando significativamente Presenca do Ninho (Tabela 8), sete
interacdes em Estrutura do Ninho (Tabela 9) e dez em Material Usado (Tabela 10). Dentro do
intervalo de confianca dos QTLs, tivemos QTLs epistaticos e individuais em comum na
regido do cromossomo 6 para Presenca do Ninho (0-20 cM) e nas regides dos cromossomos /
(0-24 cM), 12 (32-44 cM) e 16 (0-34 cM) para Material Usado. Tal resultado mostra que os
efeitos individuais nessas regides sdo reflexos do repositorio de interagdes genéticas com
outras regides do genoma em nossas fémeas F>. Isso apodia a importancia da epistasia no
processo adaptativo (Phillips 2008), pois a variagdo aditiva, apesar de independente em alguns
contextos, sofre influéncia de outros genes no caso de mudangas na rede genética e/ou

ambiental (Templeton 2006).
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Tabela 8: QTLs epistaticos do fenoétipo Presenga do Ninho Pré-Parto. Marcador microssatélite associado (com a
distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interagdo.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Presencga do Ninho Pré-Parto

Posig¢ao no Posigao no Prob Valor Prob.

1° Marcador +cM Centromero 2° Marcador +cM Centrémero s Tipo C. Valor
Epistasia Genotipico .

(cM) (cM) Genotipico

D4Mit16 +8 68 D7Mit227  +10 32 4,48E-08 AD 0,645 1,53E-03
DD -0,952 9,51E-08

D5Mit6 +4 46 D6Mit1 +16 16 1,60E-05 AD -0,534 1,31E-03
DA 0,615 5,12E-05

D6Mit9 +0 22 DXMit172  +16 58 7,26E-06 AD 0,351 1,30E-02
DD 0,556 2,23E-06

D7Mit227  +22 44 D11Mit62  +26 26 5,10E-06 AA 0,669 6,45E-04
DA 0,680 9,05E-05

D7Mit71 +8 92 D15Mit143 +2 18 3,562E-07 AA -0,650 2,31E-03
DA -0,588 2,03E-03

DD 0,693 4,75E-05

D8Mit89 +8 76 D10Mit10  +14 62 2,53E-07 AA -0,741 1,32E-04
AD 0,442 3,89E-03

DD 0,524 1,75E-04

DIMIt90 +22 22 D11Mit15  +0 48 5,13E-08 DA 0,862 9,30E-06
DD -0,709 7,21E-06

D13Mit115 +40 52 D15Mit143 +8 24 1,45E-05 AA -0,732 2,82E-04
AD 0,487 9,11E-03

DA -0,545 4,25E-03

D15Mit143  +10 26 DXMit144  +14 34 6,48E-07 AA -0,534 5,23E-03
DA 0,979 5,35E-07

D17Mit46  +0 0 D18Mit17  +18 38 1,44E-06 DA -0,308 2,36E-02

DD -0,612 2,03E-07
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Tabela 9: QTLs epistaticos do fendtipo Estrutura do Ninho Pré-Parto. Marcador microssatélite associado (com
a distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interagdo.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Estrutura do Ninho Pré-Parto

Posicao no Posigcao no Prob Valor Prob.
1° Marcador +cM Centromero 2° Marcador +cM Centromero L Tipo o Valor
Epistasia Genotipico .
(cM) (cM) Genotipico
D1Mit212 +8 26 D4Mit235 +6 6 3,79E-05 DD 0,687 9,63E-07
D5Mit233 +6 26 D6Mit1 +0 0 1,38E-04 DD -0,675 3,19E-06
D5Mit233 +4 24 DXMit55 +10 10 5,44E-05 AD 0,805 8,12E-07
D6Mit58 +10 62 DIMit8 +14 68 2,26E-07 DD 0,681 5,82E-09
D7Nds1 +2 52 D14Mit225 +8 48 7,05E-05 AD 0,827 1,54E-06
DIMit4 +10 46 D11Mit14 +0 66 6,56E-06 AD 0,461 5,51E-04
DA -0,561 1,40E-04
D19Mit35 +8 66 DXMit55 +18 18 9,28E-06 AA 3,38E-02
AD 2,74E-05
DD 9,70E-03
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Tabela 10: QTLs epistaticos do fendtipo Material Usado Pré-Parto. Marcador microssatélite associado (com a
distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interagdo.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Material Usado

Posigado no Posigdo no Prob Valor Prob.
1° Marcador +cM Centromero 2° Marcador +cM Centrémero E istas.ia Tipo Genotibico Valor
(cM) (cM) P P Genotipico
D1Mit14 +2 80 D3Mit22 +6 28 1,97E-05 DD 1,038 2,60E-06
D1Mit3 +6 10 D5Mit59 +6 70 1,72E-04 AA -1,071 2,80E-06
D1Mit11 +2 60 D7Mit21 +0 0 5,63E-06 AD 0,789 1,89E-04
DD 0,781 3,85E-05
D1Mit14 +2 80 D16Mit5 +8 30 9,71E-08 AA 0,802 7,06E-04
AD 0,766 9,63E-04
DA 0,916 6,19E-06
D5Mit338 +10 60 D12Mit2 +10 28 8,17E-06 AD 0,869 7,51E-05
DD 0,732 3,29E-04
D5Mit59 +2 66 D19Mit43 +10 10 1,19E-05 AA -0,734 3,11E-02
AD -1,075 7,33E-04
DA -0,774 6,03E-03
DD -0,796 6,67E-03
D8Mit58 +6 6 D17Mit10 +18 60 6,98E-07 DA 2,402 2,27E-08
D11Mit349 +0 36 D17Mit46 +18 18 2,74E-06 AD -2,401 1,49E-07
D11Mit62 +0 0 D18Mit17  +0 20 4,62E-05 DD 0,950 2,46E-06
D17Mit46 +22 22 D18Mit110 +14 14 5,28E-06 AA 0,945 4,98E-02
DA 1,529 1,09E-02
DD 2,897 1,81E-06

No periodo pos-parto, existem 26 interagdes afetando significativamente
Presenga do Ninho (Tabela 11), 13 interagdes em Estrutura do Ninho (Tabela 12) e cinco em
Variagdo de Temperatura (Tabela 13). Obtivemos mais QTLs epistaticos no periodo pos-parto
em relacdo ao periodo pré-parto mesmo menos QTLs individuais. Como esperamos uma
maior importancia no periodo pos-parto para a sobrevivéncia dos filhotes (Wallace 1981;
Weber e colaboradores 2008), talvez essa diferenga em nossos resultados corrobore a idéia
que fendtipos mais importantes para o fitness t€ém menor variacdo genética aditiva relativa
(“por gene”) (Merila e Sheldon 1999). Encontramos QTLs epistaticos e individuais em
comum no periodo pos-parto na regido do cromossomo / (22-48 cM), para Presenca do
Ninho; na regido do cromossomo 7 (60-82 cM) para Estrutura do Ninho; e na regido do

cromossomo 2 (66-98 cM) para Varia¢do de Temperatura.
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Tabela 11: QTLs epistaticos do fenotipo Presenga do Ninho Pds-Parto. Marcador microssatélite associado (com
a distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interagdo.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Presenga do Ninho Pée-Parto

Posigado no Posigdo no Prob Valor Prob.
1° Marcador +cM Centromero 2° Marcador +cM Centrémero E istas.ia Tipo Genotibico Valor
(cM) (cM) P P Genotipico
D1Mit3 +6 10 DIMIt355 +14 88 1,04E-07 AA 1,395 1,23E-07
DA -0,631 5,61E-03
D1Mit3 +4 8 DIMit4 +12 48 1,24E-05 AA 1,181 1,27E-06
D1Mit7 +6 48 D11Mit325 +0 58 6,67E-06 AA 0,944 2,88E-04
AD 0,624 1,42E-03
DD 0,495 1,12E-02
D1Mit3 +8 12 DXMit172  +12 54 1,94E-05 DD 0,899 2,83E-06
D2Mit22 +20 128 D4Mit235 +10 10 1,57E-05 AA 0,609 1,17E-02
AD 0,761 2,09E-04
DD 0,618 2,32E-03
D2Mit22 +12 120 DIMit355 +18 92 9,13E-07 AA 0,838 6,54E-04
DD 1,095 2,10E-06
D2Mit22 +10 118 D12Mit5 +6 44 1,21E-08 AA -0,943 6,92E-05
DD 1,122 4,51E-08
D2Mit22 +12 120 DXMit55 +2 2 3,28E-06 AA 0,762 1,87E-03
AD -0,653 1,28E-03
DA -0,719 1,67E-03
D3Mit22 +4 26 D6Nds5 +0 36 2,64E-07 AA -1,831 5,22E-05
AD 1,052 1,15E-03
DA -0,750 3,21E-02
DD 0,915 2,64E-03
D4Mit235 +10 10 D5Mit59 +18 82 1,70E-10 AA -0,748 7,23E-03
AD 1,073 9,98E-07
DA -0,817 2,16E-04
DD 0,735 8,58E-05
D4Mit16 +8 68 D11Mit14 +14 80 1,61E-06 DA -0,745 1,74E-04
DD 0,781 8,72E-06
D4Mit235 +4 4 D15Mit143 +8 24 7,52E-05 AD -1,372 3,74E-06
D4Mit2 +4 18 D16Mit2 +2 2 1,39E-06 DA -1,379 5,16E-07
DD 0,525 3,78E-02
D4Mit16 +16 76 D17Mit10 +26 68 2,63E-06 AA -1,051 7,50E-04
DA -1,038 1,93E-05

D7Mit17 +12 78 D13Mit115 +34 46 3,28E-06 DA 1,513 8,79E-08
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D10Mit15
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+22
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+18
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+20

+24
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+0
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52
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20
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56
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8,25E-13

2,54E-08

2,62E-11

5,76E-10

6,07E-10

5,11E-07

3,44E-07

2,02E-07

4,83E-06

3,50E-07

1,31E-06

DD

AD
DA
DD

AD
DA
DD

AD
DA
DD

AD
DA
DD

AD
DD

AD
DA

AD
DA
DD

DD

AD
DA

-1,097
1,200

-1,035
0,654
-0,970
0,663

-1,518
1,369
-1,174
1,327

1,738
-1,770
-1,320
1,035

1,753
-1,233
-0,515
0,631

-1,147
0,621
0,671

-1,097
-0,952
0,871

4,388
-3,092
-3,191
1,819

-0,939
0,822

0,712
-0,754
-0,439

-0,953

2,92E-06
2,28E-11

3,31E-04
6,66E-03
3,30E-05
3,60E-03

1,76E-04
2,65E-05
2,66E-04
2,91E-06

3,36E-04
3,77E-06
1,93E-04
1,32E-03

3,67E-08
1,09E-04
3,13E-02
3,36E-02

4,18E-05
5,39E-03
5,62E-04

2,56E-04
1,06E-04
3,01E-03

2,94E-04
8,69E-04
5,02E-04
2,52E-02

3,10E-04
1,78E-05

7,06E-04
1,99E-05
1,45E-02

5,11E-05
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Tabela 12: QTLs epistaticos do fendtipo Estrutura do Ninho Poés-Parto. Marcador microssatélite associado (com
a distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interagdo.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Estrutura do Ninho Pée-Parto

Posigdo no Posigdo no Prob Valor Prob.

1° Marcador +cM Centromero 2° Marcador +cM Centromero E istas.ia Tipo Genotipico Valor
(cM) (cM) P PICO Genotipico

D1Mit14 +14 92 DIMit8 +6 60 7,73E-06 AA 0,672 5,02E-03
DA -0,764 1,30E-04

DD 0,505 7,24E-03

D1Mit541 +2 96 D11Mit14  +14 80 1,95E-09 AA 0,844 5,04E-04
AD -0,676 4,72E-04

DA -0,839 2,43E-05

DD 0,579 8,92E-04

D2Mit307  +0 88 D4Mit235  +12 12 1,12E-05 AA -0,767 2,55E-04
DA 0,620 3,63E-04

D2Mit380  +18 68 D16Mit5 +4 26 6,36E-08 DA 0,412 3,22E-02
DD -1,025 1,15E-08

D2Mit307  +0 88 D19Mit39  +14 42 7,67E-06 AD -0,606 1,63E-02
DD 1,019 2,82E-06

D3Mit54 +20 20 D7Mit71 +6 90 8,12E-07 AA 1,358 3,51E-03
AD 1,000 6,03E-03

DA 0,903 6,52E-03

DD 1,152 1,81E-04

D5Mit59 +12 76 D7Mit71 +0 84 6,26E-09 AA -1,037 2,61E-04
AD -0,774 3,67E-04

DA 0,505 3,50E-02

DD 0,905 1,16E-05

D5Mit338  +8 58 D12Mit6 +14 64 7,34E-06 AA 1,074 8,66E-04
AD 0,792 1,32E-03

DA 0,637 9,60E-03

D7Mit17 +12 78 D13Mit115 +18 30 1,25E-06 DD 1,706 5,79E-08
D7Mit46 +8 116 D17Mit46  +20 20 1,26E-05 AD 0,752 3,50E-02
DA 1,155 8,93E-05

DD -0,928 7,99E-03

D10Mit10  +8 56 D15Mit143 +10 26 3,90E-06 AA 1,220 1,66E-04
AD -1,097 2,49E-04

D10Mit213  +10 10 D19Mit39  +28 56 8,18E-06 AD 0,626 4,57E-03
DA -0,714 8,44E-03

DD 0,912 1,12E-04

D12Mit6 +14 64 D19Mit43  +22 22 5,29E-07 AA -0,752 2,82E-03
AD 0,800 3,44E-04

DA -0,767 1,95E-04
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Tabela 13: QTLs epistaticos do fendtipo Variacdo de Temperatura Pos-Parto. Marcador microssatélite associado
(com a distancia deste e do centromero, em cM) do valor de F mais alto de ambas as regides de cada interacao.
Probabilidade do efeito de epistasia observado ser fruto do acaso.Tipos de epistasia (AA: aditiva-por-aditiva;
AD: aditiva-por-dominante; DA: dominante-por-aditiva; DD: dominante-por-dominante) e respectivos valores
genotipicos estimados para o fendtipo, com a probabilidade de acaso.

Variagao de Temperatura

Posigdo no Posigdo no Prob Valor Prob.
1° Marcador +cM  Centromero 2° Marcador +cM Centromero s Tipo L. Valor
Epistasia Genotipico CL
(cM) (cM) Genotipico
D2Mit380  +18 68 D19Mit35  +6 64 1,95E-06 AA -0,569 5,06E-03
DA 0,666 3,71E-04
DD 0,552 9,76E-04
D6Nds5 +14 50 D10Mit15  +0 22 1,19E-05 AD -0,638 3,21E-03
DA -0,496 1,10E-02
DD 0,630 9,00E-04
DIMit355  +24 98 D14Mit225 +16 56 3,08E-10 DD 1,314 8,70E-12
D10Mit14  +6 70 D13Mit1 +0 0 1,54E-05 AD 0,352 2,39E-02
DA 0,702 6,59E-06
D13Mit147  +20 92 D18Mit17  +18 38 3,69E-06 AD -0,882 3,87E-07

Os QTLs epistaticos do periodo pré-parto, em conjunto com os QTLs aditivos,
explicam 53,7% da variacdo em Presenca do Ninho e 60,4% da variagao em Estrutura do
Ninho. Os QTLs epistaticos do periodo pos-parto, em conjunto com os QTLs aditivos,
explicam 39,1% da variacdo em Variagcdo de Temperatura. Esses resultados indicam a grande
influéncia de interacdes na variagdo do comportamento de construcao de ninho pré e pos-
parto em nossas fémeas F».

Os resultados das andlises de QTLs individuais e epistaticos nos periodos pré e
pos-parto mostram a grande complexidade desses fendtipos de construg@o de ninho que, além
de terem regides individuais no genoma associadas, também dependem das conexdes entre
esses componentes. Em geral, esperdvamos mais sobreposi¢des entre QTLs de ninho com
ansiedade e peso, e talvez nossos resultados sejam pelos fendtipos analisados indicarem
apenas uma parte da complexidade total ou por existir realmente poucos efeitos pleiotropicos
entre eles. Pela construcdo de ninho ser um fendtipo complexo e relacionado com o fitness,
esperavamos muitos componentes genéticos com um grande nimero de conexdes (Lynch e
Walsh 1998; Merila e Sheldon 1999). Apesar dos QTLs individuais por fendtipo em nossas
fémeas F> ndo serem numerosos, existe um numero razoavel por agrupamento pré (10 QTLs)
e pos-parto (5 QTLs). Além disso, encontramos uma grande quantidade de dominancia e
epistasia para todos os fendtipos. Em suma, os resultados corroboram nossa hipotese de

arquitetura genética do tipo II para o comportamento de construg¢do de ninho.
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Procuramos por genes candidatos em todos os QTLs para constru¢do de ninho
pré e pos-parto usando a ferramenta de busca do Mouse Genome Database (2010) com

bE 13 bh) 13

palavras-chave fenotipicas como “comporamento”, “comportamento materno”, “construcao
de ninho”, “ansiedade” e “obesidade”. Encontramos genes descritos em outros estudos
associados a fenodtipos como comportamento em geral, comportamento materno, ansiedade,
atividade motora, cognicao, producao de leite e ingestdo de alimentos (Tabelas 14 e 15).
Tamanha diversidade encontrada representa a complexidade esperada para o comportamento
de construgdo de ninho (Boake 1994; Weber e colaboradores 2008) ¢ ¢ uma pequena

indicacdo de nossa idéia que os fenotipos de ansiedade e peso estdo conectados a construgao

de ninho em nossas linhagens.
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Tabela 14: Genes candidatos para os QTLs individuais dos fendtipos de construg¢do de ninho pré-parto. Posicao
no centrémero (em ¢cM) do loco (marcador microssatélite) associado com LOD score mais alto. Intervalo de
Confianga da regido (+x1 LOD). Nome do gene e sua posi¢do no centromero. Fenotipos associados ao gene

candidato em outros estudos, ¢ as respectivas referéncias.

Fenétipos Posigdo do Intervalo de Gene Posigao
Ninho Loco Centromero Confianga Candidato Nome do Gene do Gene Fenotipo Referéncia
Pré-Parto (cM) (cM) (cM)
. mesoderm specific comportamento materno Lefebvre e
Presenca Démitt 10 0-20 Mest transcript 7.5cM e construgdo do ninho colaboradores, 1998
do Ninho lasmi tivat Pawlak e colaborad
D8Mit58 14 0-34 Plat ~ Pl@SMINOgeN &Clvalor, - g g oy estresse e ansiedade ' o o« © Solaboradores,
tissue 2003
D7Mit17 82 74-90 ndo - - - -
encontrado
transient receptor resposta a ferormoénios Leypold e
D15Mit2 56 50-56 Trpc2  potential cation channel, 50.0 cM e comportamentos yp
. o colaboradores, 2002
subfamily C, member 2 sociais
Estrutura " aprendizagem, memdria Walther e
do Ninho D17Mit46 12 0-30 Mas1 MAST oncogene 7.450M e ansiedade colaboradores, 1998
Parkinson disease comportamento de Zhu e colaboradores
D17Mit46 12 0-30 Park2 (autosomal recessive, 5.91 cM | po! iedad 2007 !
juvenile) 2, parkin exploragdo e ansiedade
ATPase, Cut+ comportamento materno Martin e colaboradores
DXMit172 42 36-52 Atp7a transporting, alpha 44.0 cM P tividad 1991 ’
polypeptide e atividade motora
D1Mit3 10 0-24 th tumbler 10.0cm Comportamento geral e Dung, 1975
sistema enddcrino
. ansiedade e atividade Miyakawa e
Materia D10Mit15 26 10-36 Fyn Fyn proto-oncogene  25.0 cM motora colaboradores, 1996
1
Usado Cx .
D12Mit5 38 32-44 Esr2 estrogen receptor 2 33.0cM Cognicéo, ansiedade e Walf e colaboradores,
(beta) : comportamento afetivo 2009
D16Mit2 12 0-34 Drd3 dopamine receptor 3  23.3 cM emocionalidade ¢ Vallone e

atividade motora

colaboradores, 2002

Tabela 15: Genes candidatos para os QTLs individuais dos fenotipos de construcdo de ninho poés-parto. Posicao
no centréomero (em cM) do loco (marcador microssatélite) associado com LOD score mais alto. Intervalo de
Confianga da regido (=1 LOD). Nome do gene e sua posi¢do no centrdmero. Fendtipos associados ao gene

candidato em outros estudos, e as respectivas referéncias.

Fenétipos Posigdo do Intervalo de Gene Posigao
Ninho Loco Centromero Confianga Candidato Nome do Gene do Gene Fenétipo Referéncia
Pds-Parto (cM) (cM) (cM)
Presenca v-erb-a erythroblastic atividade motora, Golub e colaboradores,
do Ninr?o D1Mit74 36 22-48 Erbb4  leukemia viral oncogene 35.1 cM memodria, aprendizado e 2004; Muraoka-Cook e
homolog 4 (avian) producéo de leite colaboradores, 2008
D7Mit17 74 60-82 Drd4 dopamine receptor 4 70.1 cM atividade motora Fane °"2'gt1’grad°'es'
Estrutura
do Ninho diacylglycerol O- ingestdo de alimentos, Chen e colaboradores,
D15Mit2 56 46-56 Dgat1 vigly 46.9 cM metabolismo e produgdo 2003; Winter e
acyltransferase 1
Y de leite colaboradores, 2002
creatine kinase, sistema sensorial, Streiiger e
D2Mit17 80 66-98 Ckmt1 mitochondrial 1, 67.6 cM atividade motora e 19
L - . colaboradores, 2004
Variagéo de ubiquitous aprendizagem
Temperatura
s D14Nds1 10 0-24 Ppyr1 pancreatic polypeptide 10.5 cM atividade motora e Edelsbrunner e

receptor 1

ingestéo de alimentos

colaboradores, 2009

O gene candidato Mest (Mesoderm Specific Transcript) para o QTL de

Presenga do Ninho pré-parto em nossas linhagens tem conhecida relacdo com a construcao de
ninho. Lefebvre e colaboradores (1998) usaram a técnica de nocaute para anular o efeito desse

gene em camundongos e encontraram que a maioria (63%) dessas maes ndo construiram
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ninhos. Nossos resultados indicam variagdo nesse mesmo fenotipo relacionado com a
presenca/auséncia de um ninho. E, como a Presenga do Ninho ndo difere entre nossos
controles com machos e fémeas fora da fase materna, possivelmente esse gene candidato ¢ um
componente conectado ao comportamento de constru¢do de ninhos materno e também de
adultos. Assim, o gene Mest ¢ um importante gene dentro de nossas linhagens para
confirmarmos em futuros estudos, por meio de técnicas da reverse genetics.
Peso

Para peso, analisamos os fenotipos VP1 e VP2 e encontramos 4 QTLs (Tabela
16). Destes, a regido no cromossomo 7 se destaca por se encontrar aproximadamente no
mesmo intervalo de confianca dos QTLs para a qualidade do ninho pré e poés-parto. Porém,
como ¢ um QTL para o fendtipo VP2, esse resultado contraria nossa idéia proposta com base
nos resultados fenotipicos que algum componente fisioldogico seria a conexao causal entre a
maior ingestdo de alimentos e o comportamento de constru¢do de ninho na gravidez e inicio
do periodo pos parto.
Tabela 16: QTLs individuais dos fenotipos de peso. Cromossomo e posi¢do no centromero (em cM) do LOD
score mais alto, com marcador microssatélite associado e a distincia deste (em cM). Intervalo de Confianca da
regido (=1 LOD). Valores genotipicos estimados para os fendtipos: absolutos e normalizados de aditividade (a,
2a/op) e de dominancia (d, d/op). Variagdo do fenotipo explicada pelo QTL (em %). Modelo do LOD score
mais alto (m=total, a=aditivo, d=dominante) ¢ nivel de significancia atingido (cromossémico ou genémico).

Posicao do Intervalo de Variagao

Fe:otlpos Crom Marcador +cM Centromero Confianga a d 2alop diop Explicada LoD Mosjelol

eso score  Sign
(cM) (cM) (%)

VP1 1 D1Mit541 +8 102 94-110 0,428 0,726 0,434 0,368 3,9 2,247 m/crom

6 D6Nds5  +12 48 36-62 -1,583 1,875 -0,661 0,391 4,2 2,048 alcrom

VP2 7 D7Mit46  +6 114 94-116 -1,106 2,155 -0,462 0,450 6 2,987 m/geno

19  D19Mit43 +26 26 10-52 -1,521 -0,574  -0,635 -0,120 2,9 2,220 alcrom

Nos fenétipos de peso, encontramos efeitos aditivos e de interagdes dentro dos
QTLs individuais. O QTL para VP2 (na regido do cromossomo /9) tem efeito aditivo.
Encontramos efeito de sobredominancia em trés QTLs: em VP1 na regido do cromossomo / e
em VP2 nas regides dos cromossomos 6 ¢ 7.

Na comparagdo entre os QTLs individuais para os fendtipos de peso,
encontramos conexoes epistaticas entre todas as regides. Em VP1, tivemos apenas um QTL
individual, portanto ndo testamos epistasia. Em VP2, encontramos interagdo epistatica entre
as regides dos cromossomo 6 e 7 (p=0,02*), e 7 e 19 (p=0,003*); mas a interagdo entre os

cromossomos 6 ¢ /9 nao foi significativa (p=0,055). A existéncia dessas conexdes sugere uma
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complexidade para a variagdo de peso no periodo tardio (6° dia ao desmame) apos o parto,
possivelmente devido ao balanco hormonal entre a reducdo na ingestdo de alimento em
relagdo ao inicio da fase materna e a maior exigéncia fisiologica da mae para alimentar seus
filhotes em crescimento.

Procuramos por genes candidatos em todos os QTLs para os fenotipos VPI1 e
VP2, e encontramos genes descritos em outros estudos associados a fendtipos como ingestao
de alimentos, obesidade, absor¢do de gorduras, glicemia, agressividade e atividade motora
(Tabela 17). Nao encontramos genes conectados diretamente a prolactina, progesterona ou
estradiol — candidatos supostos pelos nossos resultados comparando os fenotipos de peso e
ansiedade.
Tabela 17: Genes candidatos para os QTLs individuais dos fendtipos de peso. Posigdo no centromero (em cM)
do loco (marcador microssatélite) associado com LOD score mais alto. Intervalo de Confianga da regido (£1

LOD). Nome do gene e sua posi¢do no centrdmero. Fenotipos associados ao gene candidato em outros estudos,
e as respectivas referéncias.

Fenotipos Posigédo do Intervalo de Gene Posigao
P Loco Centromero Confianga " Nome do Gene do Gene Fenétipo Referéncia
Peso Candidato
(cM) (cM) (cM)
poly (ADP-ribose) Masutani e
VP1 D1Mit541 102 94-110 Parp1 polymerase family, 98.6 cM glicemia e diabetes
colaboradores, 1999
member 1
obesidade, ingestédo de alimentos, Masaki e colaboradores,
D6Nds5 48 36-62 Hrh1 histamine receptor H1  49.0 cM  atividade motora, agressividade, 2004; Yanai e
memoria e aprendizado colaboradores, 1998
VP2 D7Mit46 114 94-116 nao -
encontrado
N . - absorgao de gorduras e Gilham e colaboradores,
D19Mit43 26 10-52 Pnlip pancreatic lipase 29.0cM obesidade 2007
Ansiedade

Para ansiedade, analisamos os fendtipos Frequéncia Relativa Aberto e Tempo

Relativo Aberto e encontramos 4 QTLs no total (Tabela 18).

Tabela 18: QTLs individuais dos fenotipos de ansiedade. Cromossomo e posigdo no centromero (em ¢cM) do
LOD score mais alto, com marcador microssatélite associado e a distancia deste (em cM). Intervalo de
Confianga da regido (x1 LOD). Valores genotipicos estimados para os fenotipos: absolutos e normalizados de
aditividade (a, 2a/op) e de dominancia (d, d/op). Variacdo do fenotipo explicada pelo QTL (em %). Modelo do
LOD score mais alto (m=total, a=aditivo, d=dominante) e nivel de significancia atingido (cromossdmico ou

Posicao do Intervalo de Variagao

Fen_otlpos Crom Marcador +cM Centromero Confianga a d 2alop dlop Explicada LoD Mo!JeIoI
Ansiedade o score  Sign
(cM) (cM) (%)

Frequéncia 8 D8Mit58 +16 16 0-32 -7,464 -13,444 -0,729  -0,657 59 2,585 m/crom
Relativa
Aberto 13 D13Mit115 +36 48 32-62 4,059 -14,762 0,397 -0,721 5,1 2,572 d/crom
Tempo 8 D8Mit58  +22 22 4-46 -8,335  -6,244  -0,916  -0,343 6,1 3,093 alcrom
Relativo

Aberto X DXMit55 +6 6 0-18 1,237 10,876 0,136 0,597 4,7 2,692 d/crom
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Encontramos QTLs no cromossomo &, no mesmo intervalo de confianga, para
Frequéncia Relativa Aberto e Tempo Relativo Aberto: refletindo a semelhanca entre esses dois
fendtipos. Porém, o QTL para Frequéncia Relativa Aberto no cromossomo /3 € o QTL para
Tempo Relativo Aberto no cromossomo X mostram que talvez o tempo e frequéncia nos
bracos abertos no teste de Labirinto em Cruz Elevado tenham alguns componentes
bioquimicos e fisiologicos distintos. Pelas diferengas na atividade motora geral que
encontramos em nossas linhagens parentais (Sauce e colaboradores 2009), talvez a frequéncia
de entradas nos bragos abertos agrupe outros fatores dentro do complexo fenodtipo de
ansiedade (Walf e Frye 2007).

No cromossomo X, encontramos um QTL para Tempo Relativo Aberto a 18 cM
de distancia do intervalo de confianca do QTL para Estrutura do Ninho pré-parto.
Possivelmente essa ¢ uma relacdo parecida com o efeito da ansiedade no uso de material
(Brunner e colaboradores 1999): mas fazendo com que a fémea dedique pouco tempo na
construcao da altura ¢ do fechamento do ninho.

Nos fendtipos de ansiedade, encontramos efeitos aditivos e de interagdes
dentro dos QTLs individuais. O QTL para Tempo Relativo Aberto (na regido do cromossomo
8) tem efeito aditivo. O QTL para Tempo Relativo Aberto (na regido do cromossomo X) tem
efeito sobredominante. Encontramos efeito de subdominancia nos dois QTLs para Frequéncia
Relativa Aberto.

Nas analises epistaticas entre os QTLs individuais para o fenotipo Frequéncia
Relativa Aberto, tivemos interacdo significativa (regides dos cromossomos &8 e 13; p=0,02%*).
Para Tempo Relativo Aberto, encontramos epistasia entre as duas regides individuais, dos
cromossomos 8§ e X (p=0,003*). Esses resultados sugerem a complexidade da ansiedade;
possivelmente pela diferenca entre a atividade motora geral e a imobilidade causada pela
ansiedade.

Procuramos por genes candidatos em todos os QTLs para os fenotipos
Frequéncia Relativa Aberto e Tempo Relativo Aberto, e encontramos genes descritos em

outros estudos associados a fen6tipos estresse, ansiedade e depressao (Tabela 19).
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Tabela 19: Genes candidatos para os QTLs individuais dos fendtipos de construcao de ninho pos-parto. Posicao
no centrdmero (em ¢cM) do loco (marcador microssatélite) associado com LOD score mais alto. Intervalo de
Confianga da regido (1 LOD). Nome do gene e sua posi¢do no centrdmero. Fendtipos associados ao gene
candidato em outros estudos, ¢ as respectivas referéncias.

Fenétipos Posicado do Intervalo de Gene Posicao
otip Loco Centromero Confianga h Nome do Gene do Gene Fenotipo Referéncia
Ansiedade Candidato
(cM) (cM) (cM)
lasminogen activator. estresse e Pawlak e
. D8Mits8 16 0-32 Pat P g © 9.0cM : colaboradores,
Frequéncia tissue ansiedade 2003
Relariva ansiedade Gleason e
Aberto - i
D13Mit115 48 32-62 Htr1a 5 hydrqutryptamlne 58.0 cM materna e colaboradores,
(serotonin) receptor 1A =
depressao 2010
Hines e
D8Mit58 22 4-46 Adcy7 adenylate cyclase 7 40.0 cM depresséo colaboradores,
Tempo 2006
Relativo
Aberto . angiotensin Il receptor ) Okuyama e
DXMit55 6 0-18 Agtr2 ' 125cM ansiedade colaboradores,
type 2 1999

O gene HitrlA (serotonin receptor 1A4), candidato no nosso QTL do
cromossomo /3, tem associacdo importante em camundongos com a ansiedade especifica
para o periodo materno e com possivel efeito também na depressao (Gleason e colaboradores
2010). Esse gene codifica uma proteina receptora da serotonina — hormonio associado em
camundongos com a sobrevivéncia dos filhotes e comportamento maternos como a construgao
do ninho (Lerch-Haner e colaboradores 2008). Apesar de em nossas linhagens SM/J e LG/J
nao existirem diferengas na expressao do gene HrlA (Chiavegatto e colaboradores 2008), a
associa¢do com a construc¢ao de ninho pode estar na diferente recep¢do do sinal da serotonina
devido as diferentes interagdes fisiologicas nas fémeas F». Assim, o gene HtrliA ¢ um
potencial componente genético conectado a ansiedade e ao comportamento de construgdo em
nossas linhagens. Além disso, em nossas linhagens estamos estudando também a depressao
nas fémeas F2, e, portanto, o gene HtrlA ¢ uma expectativa para a andlise de QTL desse
fendtipo.

CONCLUSOES

Em nossas linhagens de camundongos, o comportamento de construgdao de
ninho nas fémeas F» em fase materna esta associado com os fendtipos de tamanho de ninhada
e peso das fémeas e isso se deve provavelmente ao efeito de pleiotropia, com um componente
genético em comum nessa rede fenotipica. Encontramos que ndo existe associagdo entre a
ansiedade das maes e a constru¢do do ninho, mas possivelmente alguns aspectos do teste de
ansiedade — como a atividade motora — podem estar associados com o ninho. Além disso, nao
encontramos associacao entre a idade da mae e a construcdo de ninho, sugerindo um efeito

apenas da experiéncia materna nesse comportamento. A arquitetura genética dos fenotipos de
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constru¢do de ninho, peso e ansiedade ¢ complexa, e a existéncia de genes candidatos com
fungdes para construcao de ninho/ansiedade e construgao de ninho/peso revelam componentes
genéticos potenciais para essas conexdes fenotipicas.

Obtivemos QTLs associados a constru¢do de ninho em regides encontradas em
outro estudo para o fenotipo de desempenho materno no mesmo intercruzamento. Assim,
talvez o comportamento de construgdo de ninho em nossas linhagens seja responsavel por
parte da sobrevivéncia dos filhotes. A sobrevivéncia e o ninho podem também terem
componentes genéticos em comum ¢ ambos fenotipos serem consequéncias (efeitos) de outro
fendtipo — como depressao, producao de leite e reconhecimento dos filhotes.

Para a arquitetura genética da construgdo de ninho, encontramos muitos QTLs
em diferentes cromossomos. Além do efeito aditivo, os QTLs tém efeitos dominantes dentro
da mesma regido e muitas conexdes entre regioes diferentes revelando efeitos epistasticos nos
fenotipos de ninho. Esses QTLs tém efeitos individuais e epistaticos associados com
consideravel parte da variacdio. O grande numero de genes, os efeitos de intensidade
moderada e a grande propor¢dao de conexdes dominantes e epistaticas corroboram nossa
hipotese sobre uma arquitetura genética do tipo Il para um fendtipo importante para o fitness
como o comportamento de construgdo de ninho.

Por fim, a identificacdo de genes relacionados ao cuidado materno, como
constru¢do de ninho, em camundongos e o entendimento da arquitetura genética envolvida
poderdo contribuir na identificagdo de genes para esse comportamento em outros mamiferos,
em virtude da similaridade dos mapas genéticos entre diversas espécies. Além disso, pudemos
conhecer sobre a complexa rede envolvida no comportamento de constru¢cdo de ninho e o

padrdo geral relacionado com o processo adaptativo e a evolucdo dos seres vivos.
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