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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

Galinha doméstica: importancia produtiva e biolégia

A galinha doméstica tem uma notavel importancigpraducdo de alimentos,
sendo considerada por muitos cientistas, como 8 mgortante animal de producéo
do mundo. E também um modelo bioldgico Util patadss cientificos, além de ser o
primeiro animal de producao a ter seu genoma Segimn

A maioria dos cientistas concorda que as galinhamecciais atuais
descenderam da espéBled Junglefowlorigem de todas as ragas domésticas (Fumihito
et al., 1994). Existem quatro espéciesldrglefowl Red Junglefow(Gallus galllug,
Grey Junglefowl(Gallus sonnerat), Green Junglefowl(Gallus variu3 e Ceylon
Junglefowl(Gallus lafayeti). Estudos de Eriksson et al. (2008), sugerem qgaiaha
doméstica é um hibrido e pode ter se originadaramamento d&ked Junglefomtom a
Grey Junglefowl Estes autores analisaram o gene responsavecpelamarelada da
pele das pernas das aves (ggelow skin) e verificaram que este néo se origindRaal
Junglefow] mas esta mais relacionado conGeey Junglefowl espécie originaria da
india.

Segundo AlNasser et al. (2007), as galinhas sdo as aves popidares do
mundo, independente da cultura ou religido. Issgym os produtos avicolas tém alto
valor nutricional, sendo a carne e os ovos destesass, de grande importancia como
fonte protéica para consumidores em todos os pdtsggindo Jorge et al. (2007), a
carne de frango € uma das mais importantes forgeproteinas para o consumo
humano, sem restricdes dietéticas devido a questig®sas, como é o caso da carne
suina (ndo consumida pelos judeus e muculmanoa)aamhe bovina (ndo consumida
pelos hindus). Além disso, esta associada ao dondei carne saudavel, branca e
magra, quando comparada com as carnes vermelhas.

Caracteristicas simples ou monogénicas ja foram éstodadas, porém muitas
das caracteristicas complexas, determinadas podastonhecido nimero de genes,
ainda necessitam de maior compreensao (Wong €20fl4). Na producéao animal, as
pesquisas tém focado estas caracteristicas comsplexao crescimento, qualidade da
carne e produgdo de ovos. Programas de melhoranténto selecionado estas



caracteristicas, resultando no frango moderno dtiehs de corte) ou nas poedeiras
(linhagens de postura). Mais recentemente, outeacteristicas, como resisténcia a
doencas e comportamento tém recebido maior at€Bcdiy 2004).

Segundo Burt (2004), nenhuma outra espécie anenalsido selecionada tao
intensamente para producdo como a galinha. S&oétanibeais para estudos de
embriologia e filogenética, com aplicacbes na adica, biologia fundamental e
medicina (Burt, 2007). A galinha € um importantedelo biologico para estudos de
desenvolvimento, fisiologia, virologia, oncogéneseyunologia, evolucdo, genética e
biologia celular (Wolpert, 2004; Ellegren, 2005¢1%t 2005).

Segundo Siegel et al. (2006) a galinha tem muitéstas como modelo para o
entendimento bioldgico: (1) Rica diversidade gex@éti(2) Muitos anos de selecéo
geraram uma variedade fenotipica nas racas ou inhagéns, selecionadas para
diferentes finalidades; (3) Grande tamanho da @mdial: a populagdo mundial é cerca
de 11 bilhdes, e, considerando uma taxa média dechmi por nucleotideo de 1 x0
isso implica em aproximadamente 20 x° h@vas mutacdes em cada geracdo da
populacdo mundial. A maioria destas mutacfes neac@ transmitida para a proxima
geracdo, porém algumas irdo permanecer atravéldeds e contribuirdo para a
diversidade genética; (4) Féacil reproducdo: umrfatacial em estudos genéticos das
caracteristicas complexas é ter acesso aos dadeéride geracOes para gerar maior
poder estatistico; no caso das galinhas, as geras@ie obtidas em curto espaco de
tempo em relagédo a outros animais de producao, gmn@xemplo, os bovinos; (5)
Alta taxa de recombinagdo: as galinhas apresentiian taxa de recombinacgao
comparadas com mamiferos, é estimada em 2,8 cMAvH @s macrocromossomos e
6,4 cM/Mb para os microcromossomos. Em humanoa,taga é cerca de 1 cM/Mb e
0,5 cM/Mb em camundongos. Esta alta taxa traz gantanos estudos de mapeamento,
porgue a precisdo de localizacdo de um gene émateta pela observacao de eventos
de recombinacio; (6) E o principal modelo parasammespécies de aves e muito Util

em estudos gendmicos comparativos com outras espéci



Producéo avicola: contexto mundial e nacional

O desenvolvimento da industria avicola tem menoardeséculo e se deve ao
progresso cientifico alcancado no melhoramento tgenénutricdo, controle de
doencas, instalagcdes, manejo e, mais recentendmtgenética molecular. A selecdo
artificial, dentre outras tecnologias, foi utilizagpara melhorar o desempenho nas
caracteristicas de producdo {R&sser et al., 2007).

A agroindustria do frango no Brasil € um exemplo abenpetitividade no
mercado mundial pela alta tecnologia e produtivegddmhixo custo de producéo e uma
estratégia de integracdo com os produtores. Nasasltdécadas, o avanco tecnologico
em diversas areas permitiu melhorar significativatene os principais indices
Zootécnicos como 0 peso Vivo, conversdo alimerdade de abate e mortalidade. A
soja e o milho, principais matéripsimas das racfes avicolas, também tiveram
incrementos de produtividade (Avisite, 2008). Aléieso, estima-se a geracédo de 3,8
milhdes de empregos na cadeia produtiva no pai€E FAB008).

Desde 2004, o Brasil tornou-se o maior exportadandial de carne de frango,
permanecendo na lideranca até os dias atuais {&via008). Em 2008, a carne de
frangoin naturatornou-se o sexto principal produto exportado fxasil (Avicultura
Industrial, 2009). As exportacdes brasileiras reaie até maio de 2009, 1,793 bilhdo
de délares. O valor considera apenas o prodatmatura O resultado obtido
correspondeu a uma reducdo de 20,5% sobre o mesria@ de 2008, o que nao
impediu que a participacdo da carne de framgonatura na pauta exportadora
apresentasse ligeiro acréscimo de 3,1% para 3,2%nP a reducdo na receita ndo se
restringe a carne de frango, é um fato generalizamtfoconta dos efeitos da crise
financeira internacional. Tanto que, nos cinco mesaliados, a receita brasileira com
as exportacbes recuou 23%, indice superior aocextso observado com as vendas
externas de carne de frango (Avisite, 2009).

A avicultura brasileira oferece aos consumidoresde diversidade de produtos
que atendem as necessidades de praticidade e @msian A carne de frango € a
segunda mais consumida no mundo e o Brasil apeesantdos maiores indices de
consumo médio por habitante, que se elevou de 18 & kg entre 1989 e 2004
(AveWorld, 2008). Apesar do aumento de 161% no@dzcave nos ultimos 14 anos, o



consumo per capita do produto dobrou no pais nonmgeeriodo. Em 2008, o consumo
foi de 38,5kg por habitante. Esse é o quarto maior volume deurnasper capita do
mundo, ficando atras somente dos Estados Unidqo$ k), da Venezuela (39,4 kg) e
da Maléasia (com 38,7 kgUBA, 2009).

No segundo trimestre de 2008 foram abatidos cexcg2ibilhdes de frangos no
Brasil. O volume aumentou 11,3% em relacdo ao skgtrmestre de 2007 e 0,4% em
relacédo ao primeiro trimestre de 2008. O abateashgos, em 2008, foi 11,9% superior
ao observado no mesmo periodo de 2007 (IBGE, 2@@8)undo previsdes de Safras &
Mercado, o Brasil deve finalizar o ano de 2009 quoducao de 10,738 milhdes de
toneladas de frango, recuando em 2,6% o volumstrago no ano passado, de 11,021
milhdes de toneladas (AveWorld, 2009).

Mesmo com a crise financeira mundial, a producadralego devera manter a
lideranca de consumo no mercado interno, conquisiadde 2006, quando comparada
com as outras carnes. Entretanto, o setor estéypado, ja que necessita de crédito e
pode contar com uma diminuicdo significativa nagogtacdes. Embora a crise ainda
nao tenha afetado diretamente a avicultura, a UBi&sileira de Avicultura (UBA)
recomendou uma reducao no nivel de alojamentordespile corte, evitando a sobra de
produtos e a queda nos precgos (UBA, 2009).

O futuro da avicultura no Brasil € promissor porgue pais que possui maior
potencial para expandir suas fronteiras agricastem 200 milhdes de hectares de
terras agricultaveis fora de areas de preservag&mm relevo acidentado (Avicultura
Industrial, 2009). Mas muitos serdo os desafioawleultura nacional, como a falta de
recursos para o bom funcionamento da estrutur&fdsa agropecuaria e a deterioracao
de rodovias, estrutura portuaria saturada e faftackkdito, devido a atual crise
financeira. A perpetuacdo da influenza aviaria eiverdos paises ou regifes é
praticamente inevitavel e deve merecer atencaddados permanentes por parte dos
paises ndo afetados (Avisite, 2009). Mesmo recamueca existéncia de problemas e
barreiras de varias naturezas, que impedem o feeftgicionamento da producédo e do
mercado, o futuro da avicultura nacional é favoré@eyido as condi¢cdes de recursos
naturais e humanos disponiveis que devem mantemaaetitividade internacional do
Brasil (AveWorld, 2008).



Genoma da galinha

O termo genoma é utilizado para designar toda @nrdcdo genética de um
organismo. O estudo do genoma visa ao conhecinaempbo da estrutura e fungédo dos
genes. Este estudo em animais é incentivado pedaibalade de aplicacdo do
conhecimento em finalidades econémicas e tambéma pedde grande utilidade em
outras areas das ciéncias (Ledur et al., 2004)er®@rga nuclear contém a maioria das
informacdes genéticas de uma célula num conjuntocrdenossomos, cada um
composto de uma molécula Uunica de DNA. Genomasifdecdtes espécies variam
guanto ao tamanho, nimero de cromossomos, nivploiia, taxa de recombinacéo
total e nimero de genes funcionais (Liu, 1998).

O genoma da galinha tem um contetdo hapléide de< & pares de bases
divididos entre 38 cromossomos autossomos e oaseWie Z, sendo a fémea 0 sexo
heterogamético (ZW). E de duas a trés vezes mamogenoma humano e cerca de
40% do tamanho dos mamiferos. Este genoma compaetie ser explicado
parcialmente pelo baixo conteldo de sequénciaditieps e também pelos pequenos
introns (Dequéant e Pourquié, 2005).

Numa analise genbmica comparativa (revisado pegEkgdh, 2005), observou-se
gue o numero de genes da galinha é similar ao dosiferos. Portanto, a complexidade
génica parece nao ser a resposta completa panaanita reduzido do genoma. A mais
provavel explicacdo € a escassez de elementostiremetapenas 10% do genoma
consiste de repeticdes intercaladas, em contraste 40 a 50% do genoma de
mamiferos. Porém, Davey e Tickle (2007) afirmarara g galinha tem menor nimero
de genes e pseudogenes que o pedlea, camundongo e homem. Isso néo faz dele
apenas um bom modelo para a analise, mas tambémsmales que o de outras
espécies para detectar homologias de desenvolhoment genes importantes e
manipular sua expressao.

A galinha foi o primeiro animal em que a herancandediana foi demonstrada
(Siegel et al., 2006) e também o primeiro animaihéstico e o primeiro dos nao
mamiferos a ter seu genoma sequenciado, finalizmdo2004 pelolnternational
Chicken Genome Sequencing Consort{tttlier et al., 2004), o que representou um
ganho monumental para os pesquisadores. Para ensgmjaento foi escolhida uma



fémeaRed Junglefowtle uma linhagem altamente homozigética, ou seja, pouca
variabilidade genética e contetudo de polimorfisrdogalinha tem uma crucial posi¢do
na arvore filogenética, e o sequenciamento de snonga resultou em novas
perspectivas em estudos de evolucao e arquitean@tiga dos vertebrados (Ellegren,
2005).

Porém, Cogburn et al. (2003) afirmaram que 0s M&TEs genéticos que
governam o crescimento, diferenciacdo e funcdessdtasmas metabdlico, somatico e
reprodutivo nas galinhas séo airataplamente desconhecidos. A gendmica da galinha
tem se transformado com a caracterizagéo de gramdiegdes de ESTs (etiquetas de
seqUéncias expressas) e, recentemente, com a montag sequéncias genémicas. O
uso de ferramentas gend6micas tem auxiliado na bHegeode muitos QTLs (locos
controladores de caracteristicas quantitativasgjjaltnha € um excelente modelo para
investigacdes da arquitetura genética destes QTLs.

A genética avicola tem uma longa historia de ragfip, tanto na geracédo de
novos conhecimentos, como na demanda global poeatd. O desafio é conseguir a
incorporacdo e implementacdo destes novos conhewmeerados pelas pesquisas

gendmicas em programas de melhoramento destagSiegsl et al., 2006).

Genética molecular: do QTL ao gene

A maioria das caracteristicas de interesse ecomdmas espécies animais €
complexa, como as caracteristicas reprodutivasatdmca e desempenho. Nos ultimos
vinte anos, muitos genes que controlam caract@assthendelianas foram identificados,
porém poucos que controlam caracteristicas complec@mo exemplo, o gene do
halotano, responsével por maior predisposicao draime do estresse em suinos e que
esta associado a maior proporcdo de carne magomiteada PSE (do inglépale soft
e exudative. Genes que contribuem para as caracteristicapleras sdo mais dificeis
de serem identificados, devido aos efeitos de agpeste pleiotropia, além do limitado
poder estatistico. As variagbes das caracteristoasplexas podem resultar, mais
frequentemente, de variacdes nas regidescoddicadoras do que nas codificadoras.
Por isso, ndo se deve restringir a busca por mesaggsponsaveis por caracteristicas

complexas apenas as regides codificadoras. Ponmdterpretar o resultado destas



variacdes nas regides néodificadoras é mais complicado porque ndo existdagao
direta da sequiéncia de DNA e a funcao da prot&8tezier et al., 2002).

O melhoramento das caracteristicas produtivas témfsito tradicionalmente
pela selecdo de fendtipos favoraveis e pode séitddo pelos novos conhecimentos
genéticos, permitindo a introgressédo de alelosréasais (Mackay, 2001b). Segundo
Glazier et al. (2002), alguns fendtipos sdo proslutta variagdo de um Unico
nucleotideo, outros sdo causados por multiplosentideos em um Unico gene ou,
ainda, por multiplos nucleotideos ligados a gemésimos.

O desenvolvimento de técnicas de genética moleputguiciou a utilizacdo de
novas ferramentas, como a reacdo em cadeia da graim (PCR), hibridizacao,
enzimas de restricdo, clonagem, entre outras guigilmairam para a compreensao da
variacdo genética das espécies baseada em infamablidas diretamente do DNA.
Através das técnicas moleculares esta sendo pbsdéseobrir mecanismos de
expressao génica, localizacdo de genes ou de segibmossdmicas responsaveis por
caracteristicas quantitativas. Dessa forma, a &elpodera ser mais precoce e precisa,

fundamentada no gendtipo do animal (Zhou e28l06).

Locos de caracteristicas quantitativas (QTLS)

Locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) sfipngentos dos cromossomos
gue controlam uma caracteristica quantitativa, nés sao necessariamente um unico
loco. A maioria da variacao entre individuos € dqjii@iva, seja ela no comportamento,
fisiologia, morfologia, susceptibilidade a doengascaracteristicas reprodutivas. Essa
variacdo pode ser atribuida a segregacdo de no§ltipicos com pequenos efeitos
individuais, cuja expressdo € condicionada ao naenbiente (Falconer e Mackay,
1996).

O mapeamento de QTLs torrea um método rotineiro nos ultimos quinze
anos, facilitado pela descoberta de marcadoresculales altamente polimorficos em
vérias espécies, além do desenvolvimento de métedtatisticos sofisticados de
analises (Mackay, 2004). A identificacdo de QTLsoéprimeiro passo para a
caracterizacao de variacfes genéticas que ocommeNA. Existem diversos métodos

estatisticos disponiveis para mapear QTLs, que s&peamento por intervalo,



mapeamento por intervalo composto, mapeamento déplosi intervalos e métodos
baseados em inferéncia bayesiana. O mais utilizado método por intervalo,
desenvolvido por Lander e Botstein (1989), queisaalois marcadores adjacentes na
forma de um intervalo.

Para mapear QTLs é necessaria a construgdo de gepeticos e a procura por
uma relacdo entre caracteristicas quantitativasreadores polimorficos (Liu, 1998).
Uma associacédo significativa entre a caracteristicanarcador pode ser uma evidéncia
de QTL ligado ao marcador. O mapeamento de regidoesendo QTLs envolve a
genotipagem de marcadores cobrindo todo o genamapadem ser escolhidos a partir
de um mapa referéncia, quando disponivel. Os mareaddeais sdo os microssatélites,
desde que altamente informativos e em intervalgslaees. Outra op¢ao, quando as
informacfes dos mapas sdo escassas, € a assodeacitros marcadores, como 0S
SNPs (polimorfismos de base Unica) e AFLPs (poliimmios de comprimento de
fragmento amplificado). Quando os microssatélis@emuito distantes um do outro, a
Gnica alternativa € a utilizacdo de SNPgnal et al., 2002).

E necessario existir variacio fenotipica e genmiipa caracteristica quantitativa
de interesse dentro ou entre as linhagens ou prijmdaestudadas (Falconer e Mackay,
1996). Quanto maior a amostra, maiores as chamcesmgear QTLS, pois se aumenta o
namero de eventos de recombinacdo e mais QTLs a@atéveis. As posicdes dos
QTLs mapeados, bem como seus efeitos, podem dEpmandendo da metodologia de
andlise. Os QTLs podem ter efeitos do meio amhiesgbeo, pleitropia e as interacdes
epistéticas sdo também freqlientemente encontristda&dy, 2001b).

Para o mapeamento de QTLs, geralmente sao utiBzagimais provenientes de
cruzamentos entre linhagens ou racas endogamicate quopulacdes chamadas de
segregantes ou exogamicas, como ocorre na maiogaadimais domésticos. A
utilizacdo de linhagens endogamicas apresenta tageam do conhecimento dos
genotipos dos parentais, da fase de ligacdo e denwide alelos do suposto QTL
(Silva et al.,, 2005). Em galinhas, segundo Hocki(®)05), o delineamento
experimental utilizado é normalmente uma popula€gooriunda do cruzamento de
duas linhagens com 250 a 700 animais. Os model@ndiise mais utilizados para
populacdes exogamicas sao o(line cros3 (Haley et al., 1994) e o de meios-irmaos

(half-sib) (Knott et al., 1996). A analise de meios-irmaas faz suposicado de fixacao
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dos alelos do QTL nas linhagens parentais, diferdatmodelo de £~em que os alelos
estdo supostamente fixados. Mas, por outro ladoodelo de meios-irméos pressupde
que o pai (para meios-irmaos paternos) ou a maa (paiosirmaos maternos) foram
acasalados com individuos ao acaso da populacdoe méo é verdadeiro quando se
tem grandes familias de irm&os completos.

Normalmente, um QTL é mapeado num intervalo deacdec 20 cM, ou seja,
com baixa resolucéo, pois 1 cM equivale a cerca delh&do de pares de bases ou 30
genes em humanos (Liu, 1998), ou 360.000 paresadesb(macrocromossomos) ou
160.000 pb (microcromossomos) em galinhas (Siegal.£2006). Segundo Georges
(2007), os intervalos de confianca dos QTLs mapeado da ordem de 20 a 40 cM,
correspondendo, em mamiferos, a aproximadamense4B0Omilhdes de pares de bases
ou 200 a 400 genes.

Existem trés problemas principais na resolugdo dpeamento de QTLs: (1)
Um grande numero de eventos de recombinacdo emictmtaalo de marcadores €
necessario para mapear os QTLs e diminuir os @ltes\onde eles foram mapeados; (2)
QTLs individuais tém pequenos efeitos e sdo afstgmElo meio ambiente sendo,
portanto, o fenotipo de um Unico individuo a natidacao confiavel do genétipo de um
QTL; (3) Mesmo depois de determinar um intervalo@bL, a regidao pode conter
muitos genegMackay, 2004).

Segundo Weller (2001), o principal problema do raapento de QTLs € o
tamanho relativamente pequeno das amostras da ianalos experimentos. Em
experimentos empregando menos de 300 animais hdi¥ietddade para estimacao dos
efeitos do QTL, mas, quanto maior o niumero de asinmelhor sera a deteccdo de
QTLs. Na maioria dos casos em que os efeitos do gabL.foram encontrados, o poder
de deteccdo foi muito pequeno para encontrar um Qdm magnitude razoavel
segregando.

A partir dos mapas de ligacdo de trés populac@esnpton, East Lasing
Wageninge)y Groenen et al. (2000) construiram o mapa Cowselas genoma da
galinha, contendo 1.889 locos distribuidos em 3.88Q) que foi posteriormente
atualizado por Schmid et al. (2000 e 2005), tadakio 4.200 cM com 2.261 locos. Este
mapa contendo grande numero de informacdes sobaduses € imprescindivel para

o mapeamento de QTLs em galinhas (Ledur et al4)200
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Nos ultimos dez anos, muitos QTLs tém sido mapeadogalinhas para varias
caracteristicas, incluindo crescimento, producdo odes, resisténcia a doencas,
composicao corporal e comportamento (Abasht eR@0DG). De acordo com Hocking
(2005), em galinhas, 114 QTLs significativos fora@ntificados até 2004, 18 somente
no GGA1 (cromossomo 1 da galinha) para caracteafstie peso, gordura, resisténcia a
doencas e producdo de ovos. O autor notou també&m@ao existiu um padrdo de
distribuicdo dos QTLs no genoma, mas que difereagtgdos mapearam QTLs em
regides proximas no GGALl (28150 cM). Estes resultados devem ser aprimorados com
estudos de mapeamento fino para diminuir as regidgs foram mapeados os QTLS.

Abasht et al. (2006) realizaram um levantamento 8inh trabalhos de
mapeamento de QTLs em galinhas, sendo 21 delesorealos com caracteristicas de
crescimento e composicao corporal. Listaram 697 Qiflapeados, 114 somente no
GGAL. Neste cromossomo existem duas grandes red@&®ncentracdo da maioria
dos QTLs: nos intervalos de 60 a 269 cM (57 QTLpeados) e de 440 a 545 cM
(Figura 1). No banco de QTLs (Animal QTLdD09) existem descritos até 0 momento
791 QTLs em galinhas, de acordo com 52 publicagéstes QTLs estdo associados
com 115 caracteristicas, sendo 368 relacionados c@scimento. As principais
caracteristicas associadas aos QTLs sao: peso(dv), gordura abdominal (57) e
musculo do peito (25). No GGAL existem 129 QTLdg&critos neste banco de dados.

Kerje et al. (2003) mapearam QTLs para peso cokparascimento em
diferentes idades:-&, 846, 46112 e 112200 dias e peso de ovos em galinhas oriundas
de um cruzamento entre avighite Leghorne Red Junglefowl Genotiparam 851
animais com 100 microssatélites (15 apenas no GG#din de quatro SNPs. Foram
mapeados 17 QTLs significativos no GGA1 para toamsaracteristicas estudadas.
Destacaram-se 11 QTLs mapeados no intervalo &@@&/0016ADL0019 sendo um
para crescimento de 1-PPD0 dias, que explicou 21,6% de variancia fenadipia
caracteristica.

Sewalen et al. (2002) estabeleceram uma populagaaopgrtir de cruzamentos
entre uma linhagem de corte e uma de postura &amtim 101 marcadores
microssatélites, dos quais 24 no GGAL para o mapetnde QTLs associados ao peso
corporal as 3, 6 e 9 semanas de idade. Foram fidados no GGAL: dois QTLs
significativos para peso as 3 semandsi@068-LEI0046e ADL0183-ROS0025) ois
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QTLs significativos para peso as 6 semanbkIQ146-MCWO0018e ADLO0183-
ROS0025)um QTL significativo para peso as 9 semardsiq106-LEI0O179 e um
QTL sugestivo para peso as 9 semaiiGW0010-ADL0188)

Num estudo correlato, lkeobi et al. (2002) ideoéifam QTLs associados ao
peso da gordura abdominal, peso da gordura daepdistribuicdo de gordura em 442
aves. Foram mapeados dois QTLs no GGA1: um sigtific para gordura abdominal
(ADLO188LEIO068) e outro sugestivo para gordura da pele eAb&0183-ROS0025
Utilizando a mesma populacédo, Ikeobi et al. (2004pearam trés QTLs significativos
no GGAL para: peso da sobrecodCWO00106ADL0188, do musculo da sobrecoxa
(LEIO146-LEIO068 e para peso da coxa e musculo da sobrectd4@W0010-
ADL0188§.

Zhou et al. (2007) analisaram 23 cromossomos cof r@@rcadores (37
somente no GGA1l) em duas populacdes geneticamestitetas de galinhasB(oiler-
Leghorn crosse Broiler-Fayomi crosy para 0 mapeamento de QTLs associados com
caracteristicas metabdlicas. Na populag&oiler-Leghorn crossforam detectados
QTLs sugestivos no GGA1 pan&F1 (102 cM,ADL0019-UMAL.10De T, (tiroxina)
(751 cM). Na outra populagadBroiler-Fayomi cross foram detectados QTLs
significativos paralGF1 (543 cM), & (triiodotironina) (72 cMMCW10-MCW10be
T3:T4 (70 cM,MCW10-MCW105

McElroy et al. (2006) analisaram 430 aves oriundasum cruzamento de
linhagens comerciais de frangos e poedeiras dimgFga@uanto a porcentagem de carne
branca, genotipadas com 73 marcadores, 13 del€3G#l. Foram mapeados QTLs
significativos no GGAL para: peso de gordura abdaim(168 cM, posicdo em relacao
ao mapa Consenso, Schmid et al., 2005) e porcentdgegordura abdominal (155 cM)
e QTLs sugestivos para: peso vivo (226 cM), pesoadeaca (213 cM) e porcentagem
de filé (379 cM).

A partir de uma populacada Eompreendendo 240 aves oriundas do cruzamento
de uma linhagem japonesa de postura e uma linhdgerorte White Plymouth Rogk
Uemoto et al. (2009) utilizaram 240 microssatélgasa mapear QTLs. Foram avaliadas
as caracteristicas de: peso vivo (3, 6 e 9 semapes) da carcaca, peso da gordura

abdominal, peso do peito e peso das coxas. Sets Qifhificativos foram associados
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com peso vivo as 9 semanas (GGAL e 3), ganho ade(f45A1 e 3), peso da carcaca
(GGA3), peso da gordura abdominal (GGAL) e pesadaas (GGA3).

Nones et al. (2006) genotiparam trés familias deosriemdos paternos
abrangendo sete familias de irméaos completos (649uflizando a populacéo
experimental F da EMBRAPA (corte e postura) com 26 microssatelide GGAL.
Foram mapeados QTLs para peso vivo, consumo de,rpe8o da carcaga, peso das
coxas e sobrecoxas, peso da gordura abdominal, gesmracdo, pulmdes, moela,

figado, pés e comprimento do intestino.

Mapeamento fino de QTLs

O mapeamento de QTLs é particularmente importardejue os QTLs
encontrados podem auxiliar na localizacdo de geResem, identificar os genes
responsaveis pelos QTLs tém sido demorado e dificdjue cada loco controla apenas
uma fracdo da variancia fenotipica (Wong et alQ420Segundo Andersson e Georges
(2004), o principal desafio das caracteristicaspieras nao € detectar os QTLs, mas
descobrir os genes que os explicam. A descricd@rdaitetura genética de uma
caracteristica quantitativa ndo esta completa aééppssamos especificar quais sitios
polimorficos nos genes identificados como QTLs, lmemo suas interacdes, causam de
fato, a diferenca no fendtipo da caracteristica,cbamados QTNs (nucleotideos
controladores de caracteristicas quantitativas)ckisly, 2001a). Segundo Hu et al.
(2007), a ultima conquista do mapeamento de QTksidentificacdo de genes que
explicam as caracteristicas complexas e a comgieeats suas funcdes fisioldgicas e
bioquimicas.

A anélise completa de QTLs inclui o mapeamentoidiaal de QTLs e em
seguida, o mapeamento fino (Arbilly et al., 200%)utilizacdo destas duas abordagens
resulta na redu¢do do numero de potenciais gemelde#os na regido gendémica de
interesse, com a diminuigdo do intervalo, onde oL @di mapeado. Portanto, o
mapeamento de todo genoma deve ser seguido peleamapto fino, baseado em
meétodos de associacdo, focado em regibes quezsiraati ligacdo com caracteristicas

de interesse (Papachristou e Lin, 2006).
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Quando uma ligacdo significativa ou sugestiva éoetnada no genoma, €
comum aumentar a informacdo genética na regido getatipagem de marcadores
adicionais (Atwood e Hear@Gosta, 2003). O mapeamento fino visa reduzir acimax
o intervalo no qual o QTalvo esta localizado, aumentando o numero de asimai
genotipados e/ou o numero de marcadores. Existdtosmiétodos para 0 mapeamento
fino de QTLs, como o0 aumento de niumero de evergamn@loses, através do aumento
do tamanho ou nimero de familias genotipadas;eg&®lde eventos de recombinacao
em retrocruzamentos utilizando geracfes avancagasudamentos entre linhagens ou
estudos de haplotipos em populagbes exogamicagpeéndentemente do método
utilizado, altas densidades de marcadores (miaklgea ou SNPs) serdo necessarias
para 0 mapeamento fino (Georges, 2007; Druet,62G08).

A dificuldade do mapeamento fino € o grande num@eorecombinacdes
necessarias para diminuir o intervalo de mapeamaét® nivel dos locos genéticos.
Todos os genes localizados na regidao, onde foi atipem QTL, sdo genes candidatos
que podem corresponder ao QTL, mas é prudenteizantioos genes que estejam
relacionados com aspectos fisioldgicos, desenventme expressado da caracteristica
para qual QTL foi mapeado (Mackay, 2001b).

Trabalhos de mapeamento fino de QTLs em animaiprdéucdo tais como
galinhas (Kim et al., 2006; Liu et al., 2008; H&fet al., 2009); suinos (Uleberg et al.,
2005; Berg et al., 2006; Mikawa et al., 2007); Iboa (Gautier et al., 2006; Krebs et al.,
2006; Guillaume et al., 2007; Druet et al., 200&hBman et al., 2009) e ovinos (Calvo
et al.,, 2006) empregaram as diferentes metodolatgasritas acima para diminuir o
intervalo de mapeamento e validar os QTLSs.

Uleberg et al. (2005) refinaram o mapeamento ded associado a gordura
intramuscular em suinos incluindo cinco marcadomésrossatélites, que reduziu a
distancia média entre marcadores de 14 cM pareN8, No estudo em bovinos de leite,
Druet et al. (2008) genotiparam 926 animais com 8BIPs no cromossomo 3, onde
havia sido mapeado um QTL associado com taxa dergtémo ao cio. Foi feita a
reconstrucdo dos haplétipos e realizada a anaéis@Tls pelo método de regressao
linear. Nao foi possivel refinar a localizacdo ddLQmapeado anteriormente, pois
foram detectadas oito regides associadas aos ipagidium intervalo de 35 cM no

cromossomo 3.
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Poucos trabalhos em galinhas foram realizados cdimabdade de refinar a
localizagdo de um QTL previamente identificado. égido de 40 cM no GGAL,
associada com resisténcia a coccidiose num esto@oia, foi considerada extensa
para a identificacdo de genes. Por isso, Kim ef28l06) utilizaram oito marcadores
microssatélites adicionais localizados no GGA1 mamapeamento fino numa amostra
de 314 aves4-oriundas de um cruzamento de duas linhagens caisede frangos de
corte com diferentes susceptibilidades a coccidié®® conduzida uma analise de
ligacdo considerando dois niveis de significancaD (logarithm of the oddsscorede
2,7 para a analise de marcas individuais e 3,6 ga#étise multiponto. Utilizando o
LOD scorede 2,7 foi detectada a associacdo do marcadtfy101 com resisténcia a
doenca. Com a analise multiponto foi observado @uervalo entre os marcadores
LEIOO071e LEIO101 mostrou um_OD scoremaximo de 3,74 (a 254 cM) quando foram
analisadas quatro e ndo doze familias. Os autag@srean que mais estudos sejam
realizados para refinar esta regido e que tambgmsdilizados marcadores SNPs.

Numa regiéo de 50,8 cMLEIO079ROS0025n0 GGAL, onde foram mapeados
QTLs para peso vivo, peso da carcaca e caraatedstie gordura foram adicionados
nove microssatélites e analisadas mais oito fasnd& uma populacao Briundas de
cruzamento entre uma linhagem de corte seleciomeda deposicdo de gordura
abdominal e uma linhagem de postura nativa chinegalizando doze familias de
meiosirmaos (1.011 animais) e doze marcadores (Liu.eR@08). Foram confirmados
0os QTLs mapeados anteriormente, alguns com meimeegalos de confianca.

A partir de estudos anteriores onde foram mape&B80TLs associados com
resisténcia a doenca de Marek em galinhas, He#getal. (2009) utilizaram seis
geracdes de uma populacédo derivada do cruzametr® dumas linhagens comerciais
White Leghorn (total de 1.615 individuos). Foram utilizados 2h7arcadores
microssatélites e 15 SNPs, identificando 21 regdie®TLs (QTLR) associadas com
resisténcia a doenca de Marek em diferentes cramuss (GGAL, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 15,
18, 26 e Z). As regides onde foram mapeados os @iras reduzidas cerca de duas
vezes em comparacao com o estudo anterior.

Glazier et al. (2002) propuseram 0s seguintes pgss@ a descoberta de genes
responsaveis pelas caracteristicas complexas:sggcfacao e ligacao: o primeiro passo

€ estabelecer a evidéncia de ligacado significatiua associacdo estatistica; (2)
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Mapeamento fino: o proximo passo € reduzir o tamathh intervalo critico com a

utilizagdo de maior numero de animais genotipadosnarcadores; (3) Andlise de
sequéncias: as regides de DNA no intervalo alvoeeger testadas como genes
candidatos e seus polimorfismos verificados. AlgQiits resultam de modificacbes de
um Unico nucleotideo, outros resultam de muitagagées em diversos nucleotideos,
tanto no mesmo gene, como em genes proximos, bga@) Testes dos genes
candidatos: pode ser feito pdmock-out ou transgenia. Arbilly et al. (2006)

acrescentaram que, além do mapeamento fino, podeadizada, em paralelo, a analise

de expressao génica para tentar identificar paengenes candidatos.

Polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP)

Polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) samag¢@es de uma unica base,
que correspondem as variagbes mais comuns e altesdan genoma, ocorrendo
aproximadamente a cada 600 bases em humanos. &e®m tanto em regides
codificadoras (exons), como em néo codificadonasains) (Guimardes e Costa, 2002).
Alguns autores também consideram como SNP umaatetag insercdo (Vignal et al.,
2002).

Em regides codificadoras, quando resultam em urbstituicdo de aminoécido
na sequéncia protéica sdo denominados ndo singnipoolendo a substituicdo ser
conservativa ou ndo conservativa em funcdo dasctesisticas dos aminoacidos
envolvidos na troca, e nesses casos, pode haveficagdes estruturais e funcionais na
proteina. Embora os SNPs sinbnimos ndo altereng@éseia protéica, eles podem
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mgeisa e, conseqientemente, afetar a
quantidade de proteina produzida. Além disso, o®sSNodem promovesplicing
alternativo, alteracdes no padrao de expressaertkesggeracao ou supressao de coédons
de terminagdo ou poliadenilagcdo na molécula de RhExsageiro e alteracdo nos
codons de iniciacao de traducéo (Guimaraes e C2312).

As mutacdes que ocorrem nas regides nao codifisad@ntrons) ndo podem
afetar diretamente a estrutura da proteina, entetpodem impedir a producdo do
RNA mensageiro, inibindo a unido dos exons gicing Além disso, as mutagfes na
regido promotora do gene podem alterar a exprggséoa (Lewin, 2001).
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Devido ao fato de os SNPs serem encontrados erdaitidade nos genomas e
serem facilmente detectados, eles sdo importargesanores para obtencao de mapas
genéticos de alta resolucdo (Nie et al., 2003; €aiet al., 2006). SNPs sdo as
principais contribuicdes para o estudo das varmgéméticas, compreendendo 80% de
todos os polimorfismos conhecidos. Apesar de oss3¢Rem principalmente bialélicos
e, conseglentemente menos informativos que os ssaidites, eles sdo mais
freqlentes e estaveis, sendo, portanto, adequatasegtudos de associacdo. Além
disso, pelo fato de terem, na maioria das vezes,alelos, podem ser genotipados por
um simples ensaio de positivo ou negativo (NatueadBcs, 1998).

O estudo de SNPs envolve as etapas de identificazagenotipagem.
Inicialmente, as abordagens de deteccdo de SNRstam em amplificar fragmentos
gendmicos de varios individuos e comparar suasése@s buscando variacoes.
Atualmente, a maior parte dos estudos visandordifbacédo de SNPs em larga escala
tem explorado as milhares de sequéncias presentedancos de dados, incluindo
clones gendmicos e, principalmente, sequénciasDidAC(DNA complementar) ou
EST (Guimaraes e Costa, 2002).

Para a genotipagem, diversas metodologias podemtiBeadas, escolhidas de
acordo com sua preciséo, agilidade e custo. Existentas técnicas disponiveis: (1)
hibridizacdo direta, com o uso de sondashipsde DNA; (2) geracdo e separacao de
produtos alelo-especificos por cromatografia liguide alta pressdo desnaturante
(DHPLC), espectrometria de massa, PCR em tempo(TagMar?’), seqiienciamento
de uma Unica base ou por enzimas de restricdo. Edises de menor escala,
sequenciamento ou digestdo por enzimas de rest(R&®P, polimorfismos no
comprimento de fragmento de restricdo) sdo roane@nte empregados (Guimaraes e
Costa, 2002; Vignal et al., 2002).

O método de deteccatmgMarf funciona a partir da atividade de exonuclease
5°-3" de umaraqDNA polimerase e de sondas marcadas duplamente (oo reporter
e um corante “silenciador”), que possuem o primctpRET fluorescence resonance
energy transfer =emissdo obtida através de transferéncia de ensrgsnante) e
emitem um sinal de fluorescéncia apenas quandolisadas.

Os SNPs tém se tornado os marcadores preferidasnpapeamentos de alta

densidade e, em aves, eles tém sido identificad@sla 225 pares de bases (Jalving et
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al., 2004), ou, segundo Wong et al. (2004), sdomrados na taxa média de cinco
SNPs/kilobase. Wong et al. (2004) analisaram assiRed Jungle Fowl, Silkie duas
linhagens comerciais (corte e postura), onde erenonB,1 milhdes de variacdes, sendo
que 2,8 milhdes foram caracterizados como SNPsS3 anilhbes como delecdes. Os
autores consideraram como SNPs todos os tiposrigdes, sejam elas substituicoes,
delegbes ou inser¢des e detectaram também qued=rt@d% dos SNP sdo comuns e
segregam nas diversas racas de galinhas estudadas.

Os marcadores SNPs podem ser utilizados como @litesiraos microssatélites
ou em complementagcao (Jalving et al., 2004). Algoolenorfismos podem afetar a
expressao de um gene, mas o efeito de um Unico@dismo pode ser mascarado pela
interacdo com fatores ambientais (Franco et ab5R®egundo Schmid et al. (2005), o
futuro dos estudos genéticos estd em densos map&dNEs. Porém, sozinhos estes
mapas nao sao adequados; eles devem ser combo@wdosutras estratégias, como o
mapeamento fino (Wong et al., 2004). A segregagéiogdnde numero de SNPs
comuns entre e dentro de populacbes de frangosode e poedeiras forneceu
informacdo de um grande numero de marcadores geséfpotenciais para 0
mapeamento de QTLs na avicultura (Burt, 2007).

No cromossomo 1 da galinha existem atualmente 884SNPs descritos no
Chicken Variation DatabasgChickVD, 2009). Outro banco publico de dados S
€ 0dbSNP(2009), mantido peldlational Center for Biotechnology InformatigNCBI,
2009). Neste banco existem cerca de trés milh6eSNies em galinhas depositados,
605.112 apenas no GGAL.

Os SNPs também estdo sendo utilizados como maesagara 0 mapeamento
de QTLs. Rao et al. (2007) utilizaram 28 SNPs ncAG@ara a identificacdo de QTLs
associados com caracteristicas de peso vivo abg 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77
e 84 dias e gordura abdominal e subcutanea em &bhas, oriundas do cruzamento
entre uma linhagem de frango de corte de rapidscenento e uma linhagem nativa
chinesa de crescimento lento. Foram identificaddkgEignificativos associados com
peso vivo aos 35 (351 cM), 42 (353 cM) e 70 di&d(BM), peso da gordura abdominal
(205 cM), taxa de gordura abdominal (221 cM) e esp& da gordura (72 cM).
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Genes candidatos

Genes candidatos sdo genes ja sequenciados, dbialgiiica conhecida e que
estdo envolvidos com o desenvolvimento ou fisi@ode uma caracteristica. Estes
genes podem ser sequenciados, seus polimorfisnestatbos e, se a mutacdo for
associada com a variacdo na caracteristica desstee possivel a selecédo direta. Mas
isso é limitado ao conjunto de genes conhecidodufLet al., 2005)O estudo de genes
candidatos com base em efeitos fisioldégicos é Eimmm contraste com a investigacao
de sequéncias anonimas de DNA. Quando uma assocatde um polimorfismo e
uma caracteristica importante € encontrada, o miarcpode ser imediatamente
incluido em programas de selecdo baseados em meesadEstas inclusdes,
gradualmente, aumentam a acuracia da selecdo,neegitentemente, melhoram a
resposta. Porém, mais pesquisas sao necessaraas mampreensao das interacoes
genéticeambientais (Franco et al., 2005).

O estudo de polimorfismos em genes candidatos tentriouido para a
descoberta de informagdes fundamentais que podeimceeporadas aos programas de
melhoramento genético. Exemplos bem sucedidosildzagéo de genes candidatos em
suinos sao os do gene ld@lotanoe doRN (rendimento Napoli), que afetam a qualidade
da carne e, em certas populacdes, os genasdEstores de estrogénedaprolacting
que afetam o tamanho da leitegada (Ledur, 2001).

Além das propostas que visam diminuir o intervaholeo foram mapeados 0s
QTLs através do mapeamento fino, a analise de gaaretidatos pode complementar
estes estudos. Identificar o loco que esta assmcadaracteristica quantitativa é
extremamente importante e, para isso, uma estaatégium para ir da regido mapeada,
que pode abranger até 40 cM, até o gene € a metpalalo gene candidato. O método
de identificacdo de QTLs por meio de genes canukdéibseia-se na deteccdo de
polimorfismos que possam estar associados com @Etedsticas fenotipicas de
interesse.

As vantagens desta metodologia s&o: (1) maior pedgtistico obtido com
menor numero de familias e individuos quando coagmacom analises de ligacao; (2)
ampla aplicabilidade, pois ndo € necessario utiseapopulacées com duas ou trés
geracles; (3) baixo custo apos o desenvolviment® mioners e deteccdo do
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polimorfismo e a simplicidade operacional, poigpede trabalhar com um Unico gene e
a utilizacdo imediata na selecdo assistida por adares na populagdo testada
(Rothschild e Soller, 1997).

As limitacbes da analise de genes candidatos gdxoeno numero de genes
conhecidos que controlam caracteristicas de irgeresalto custo da etapa inicial e a
dificuldade no estabelecimento do efeito do gemalidato. Até que se estabeleca a
variante causal do gene responsavel pelo efeitontitp@/o sempre havera a
possibilidade de que o gene estudado ndo seja aeglilmente esteja causando a
diferenca na caracteristica, mas esteja somerddadigo QTL (Rothschild e Soller,
1997).

Muitos estudos em galinhas sdo focados na tentagencontrar polimorfismos
em genes candidatos associados com caracterigticakeresse para a industria avicola.
Zhang et al. (2009) identificaram dois SNPs no geakpaina 3em galinhas. Os
haplotipos foram construidos, e, em seguida, fdetas as analises de associacdo dos
genotipos dos SNPs, haplotipos e dos diplotipos a®earacteristicas avaliadas. Foram
encontradas diversas associacoes dos genétipdétipap e diplotipos com peso vivo,
peso da carcaga, peso do musculo do peito e pesaidoulo das pernablie et al.
(2005) estudaram polimorfismos do geltehormoénio do crescimen{GH) em frangos
e encontram associacfes com peso corporal, gaehpsstd e comprimento da canela.
De Souza (2004) estudou polimorfismos em cinco gemelacionados ao
desenvolvimento musculakiyoD, Myf5 miogenina MRF4 e miostating nas linhagens
parentais da populagcdo da EMBRAPA e encontrou &sgi®s daniogeninacom peso
vivo aos 42 dias, ganho de peso e pesos da caasas®, gordura abdominal, figado e
pulmdes. Ninov et al. (2008) investigaram os potiismos do geneeceptor da
leptina na mesma populacdo e encontraram seis polimorissendo dois deles na
linhagem TT (corte) e quatro com maior frequén@alinhagem CC (postura). Dois
SNPs do geneeceptor da leptindoram associados com diversas caracteristicablf® S
C352T foi associado com proteina bruta e cinzagnelimento de figado, peito e
carcaga. O SNP G915A foi associado com consumagd®y rendimento de pulmdes e
coxas e sobrecoxas.

Nie et al. (2005) estudaram os polimorfismos deegermoénio do crescimento

em frangos e encontraram associacdes entre pgsar@ioe ganho de peso com o gene
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candidato estudado. Wang et al. (2005) estudaramere IGF2 em frangos e
identificaram um polimorfismo associado com pesogdedura abdominal, peso ao
nascer e peso de peito. Zhou et al. (2005) ideatdim polimorfismos no gene
candidatolGF1, associados com crescimento, caracteristicas oOligiaky composicéo
corporal e integridade 6ssea. Um polimorfismo rgpéie promotora do gen&F1 foi
associado com a maioria das caracteristicas estsidad

Todas as metodologias descritas: mapeamento de, Qidjgseamento fino de
QTLs, estudo de genes candidatos, identificacgmodmorfismos em genes candidatos
e estudos de expressao génica se complementamaenéonfinalidade a descoberta de
regides gendbmicas ou genes responsaveis pelasecaaticas complexas.

Gene dofator de crescimento semelhante a insulina tipglGF1)

O gene do horménio do crescimen@H) estd relacionado com outros genes,
como: IGF1, IGF2, seus receptore®IT1 (fator de transcricdo pituitaria especifico),
GHRH (horménio liberador do GHomastostating GHR (receptor do horménio do
crescimento). Estes genes sédo candidatos potermiaiestudos de associagdo com
caracteristicas de crescimento devido a sua impoétdisioldégica na determinacéo de
caracteristicas econdémicas (Franco et al., 2005GHDiInduz a producdo dd&sFs
(fatores de crescimento semelhante a insulina matonedinas), que sao importantes
moduladores positivos do crescimento em difereotganismos (Duclos et al., 1999).
Segundo Martinelli Junior et al. (2002), os IGFe Barmdénios produzidos na maioria
dos orgéos e tecidos, sendo o figado a principaéfdos IGFs circulantes, que incluem
o IGF1 (fator de crescimento semelhante a insuiptal) e IGF2fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 2), além de seus reaptBuas acbes autdcrinas, paracrinas
e enddcrinas sdo observadas na maioria dos tg€igpsa 2).

O GH é um dos principais promotores da producddGlIel, cuja sintese e
também estimulada pelos hormonios tireoideanosra@des sexuais, insulina e
influenciada pelo estado nutricional, dentre outf@®res (Martinelli Janior et al.,
2002).0s IGFs atuam na sintese de proteinas, lipidebsog@nio, inibem a lipdlise e
sdo potentes promotores de crescimento. Sdo casdlprimariamente pela secrecéo

de GH pela pituitaria. Receptores de IGFs estageptes em todos os tecidos do corpo
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(Froesch et al., 1985). Os IGFs séo essenciaisgarescimento, pois parecem ter um
papel fundamental no desenvolvimento dos muscudqeedéticos e cardiaco, atuando
também na diferenciacdo dos osteoblastos (Sch®db)1

Segundo Beccavin et al. (2001), modelos genétinesegibem crescimento em
taxas opostas (baixo ou alto crescimento) séo sadiderramentas para o estudo dos
fatores de crescimento. Altos niveis de GH em babnestdo associados com baixas
taxas de crescimento, 0 que sugere que 0s nivEsid&io explicam diretamente a taxa
de crescimento e implica na necessidade de estielositros fatores relacionados ao
GH, os IGFs. Respostas a diferentes estados @i, como o jejum prolongado em
mamiferos, estdo relacionadas com grandes alterag®econcentracdes dos niveis de
IGFs circulantes. O sistema IGF (principalment&&1) é significativamente alterado
pelo gendtipo, sugerindo um papel principal no atda taxa de crescimento em
frangos de corte.

O genelGF1 tem sido intensamente estudado em galinhas, ptisassociado
com importantes acdes fisiologicas, comm@scimento, proliferacdo e diferenciacdo dos
musculos (mioblastos e linhagens miogénicas),lageis e ossos (Kelly, 1990; Florini
et al.,, 1996; Duclos et al.,, 1999; Machida e Bo@®04; Zhou et al., 2005gsta
relacionado com a producgéao de ovos em galinhag,railcrescimento e diferenciacao
folicular e estimula a producédo de progesteronaiava (Kim et al., 2004); atua nas
células da teca e da granulosa, localizadas nasoevdas aves (Armstrong e Hogg,
1996); promove a diferenciacao de osteoblastosn@st a eritropoiese e 0 crescimento
longitudinal na auséncia do G8chmid, 1995); pode induzir a proliferacdo daslesl
satélites e atua na sintese de proteinas (MachBlaoth, 2004) e exercem papel
importante no crescimento celular atravées da madiade muitas acbes do GH
(Kajimoto e Rotwein, 1991).

O IGF1 foi mapeado no GGALl a 166 cM no mapa genético dehasada
populacdoEast Lansing(ARKdb, 2006), entre os marcadoreEl0146 e LEIO174
(Klein et al., 1996). Possui 48.429 pares de bdstsbuidos em quatro exons e trés
introns (Tabela 1) e sua proteina é formada por dBhoacidos GenelD 418090,
NCBI, 2008). Em mamiferos, IG&GF1 possui um processo complicado de expressao e é

transcrito e processado em multiplos mMRNAs. Ermbal, este gene é mais compacto
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e seu processo de expressdo € mais simples, os sfordistribuidos em 50 kb e o
produto transcrito possui 1,9 a 2,6 kb (KajimoRawein, 1991).

O IGF1 é provavelmente produzido localmente duranképertrofia muscular.
IGF1 e células satélites tém um papel essencigbrooesso de hipertrofia celular.
Alguns estudos mostraram a relacdo entre estinwulacal do crescimento do musculo
esquelético e expressao HaF1. A hipertrofia da musculatura esquelética é reataila
por pelo menos trés mecanismos moleculares prisciga) atividade das células
satélites; (2) transcricdo génica e (3) traducagrdéeinas. O IGF1 pode influenciar
todos estes processos (Machida e Booth, 2004).

Este gene possui um papel importante em diversosegpsos metabdlicos,
constituindese num gene candidato para estudos de associagéoacacteristicas de
crescimento. Nele ja foram descritos 67 polimoréisrem galinhas no banco publico de
dados NCBI (2009). Diversos estudos tentaram iflesati SNPs neste gene em
galinhas. Zhou et al. (2005) identificaram polinnrfos nolGF1 associados com
crescimento, caracteristicas metabolicas, compmsogaporal e integridade Ossea.
Nagaraja et al. (2000) encontraram polimorfismogeonelGF1 associados a peso do
ovo e taxa de postura em galinhas. Amills et @08} buscaram polimorfismos no
gene IGF1 em duas linhagens geneticamente distintas paractesissticas de
crescimento. Foram encontrados dois polimorfisn®$R1 e SNP2), sendo que um
deles ja havia sido descrito. O SNP1 foi identdiwana regido 5’'UTR. Nao foram
encontradas associacfes significativas destesSii’s com as caracteristicas de peso
vivo, ganho de peso médio diario, consumo de alimereficiéncia alimentar aos 44,
73 e 107 dias.

Beccavin et al. (2001) demonstraram que as coragds de IGFpodem ser
alteradagelo estado nutricional (aves alimentadas, jejuni@le e 48h e alimentadas
apos o jejum) e pelo gendtipo das galinhas anassdtinhagem de alto e baixo
crescimento). As aves da linhagem de alto cresdomepresentaram maiores
concentracdes de IGF1 circulante. As que foram stidas ao jejum tiveram seus
niveis de IGF1 diminuidos, e estes foram elevaldgs, apos a alimentacdo. Os niveis
de IGF1 aumentaram gradualmente com a idade dagh@esemanas da linhagem de
alto crescimento e-12 semanas da linhagem de baixo crescimento). Qaast niveis

de IGF1 hepéticos, houve aumento significativo eeatrprimeira e sexta semanas e
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diminuicdo pelo jejum nas duas linhagens. Quandoawass foram alimentadas
novamente, 0s niveis aumentaram apenas na linhdgesto crescimento. Sugese
que exista uma relacédo entre os niveis de IGFllamtes e taxa de crescimento nas

galinhas.

GeneJumoniji, Dominio interativo 1A rico em ATJARID1A)

Na galinha, o gen@ARID1A (Jumoniji, AT rich interactive domain 1RBBP2-
like ou SMCY esté localizado no GGALl entre os marcaddie¥)146 e LEIO174 e
possui 48.523 pares de bases distribuidos em 28sex®7 introns e sua proteina
contém 1.691 aminoacidos (Tabela 2). Este gendicadima proteina nuclear, que,
juntamente com outras, esta relacionada com aipeotetinoblastoma 1GenelD
418148, NCBI, 2008).

O generetinoblastoma 1(RB1) é um regulador negativo do ciclo celular e o
primeiro gene supressor de tumor descoberto. Aepratretinoblastoma 1 tem papel
importante no controle da proliferacdo celular, ed@slvimento, diferenciacdo e
supressdo de tumores. A perda da funcdo destain@otausa uma variedade de
canceres e problemas no desenvolvimento de alqposde células, mas seu papel na
transcricdo permanece obscuro (Chan e Hong, 2001).

As possiveis funcdes relacionadas BERID1A descritasem humanos séo:
modificagbes da cromatina, regulacdo da transcicédiderenciacdo celular, supresséo
de tumores, desenvolvimento embrionério, regulaggativa da proliferagdo celular,
atividade oxidoredutase, entre outras. ConddBID1Aregula a transcricdo ainda € um
mecanismo desconhecido (NCBI, 2008). Em galinhas,fgram descritos 275
polimorfismos neste gene no banco publico de daitBI (2009). Porém, ndo existem
estudos de associacdo de polimorfismos deste genearacteristicas de interesse na
avicultura.

A familia de genes chamada de ARID (dominio intepatico em AT) em
humanos é composta por sete subfamilias, que tegoeram a presenca de dominios
como o JMJC (Jumonji), IMIM, PHD, ARID e outros qemalmente estdo presentes
em proteinas reguladoras da transcricdo atravalietacdes na estrutura da cromatina.
Entre elas, esta a subfamilia JARID, que inclui genes: JARID1A JARID1B
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JARID1CeJARID1D Na familia ARID estdo incluidos os gefBP1 MRF1, MRF2
entre outros relacionados ao desenvolvimento, fprado celular e regulacdo do
crescimento (Patsialou et al., 2005).

Em galinhas, a proteina sintetizada pelo g&RRID1Aé chamada de JARID1A,
RBBP2like ou RBP2 (proteina de ligagdo 2 do retinoblastp e possui expressao
nuclear ubiqua, ou seja, € expressa em todos sudésocélulas do organismo (NCBI,
2008). Segundo Klose et al. (2007), a proteina Rp&de agir como um ativador ou
repressor da transcricdo. Ela contém um dominioCJMdcentemente definido como
uma histona demetilase. A metilagdo de histonas émportante processo que regula a
dindmica da cromatina e transcricdo e esta tamk8oti@do ao cancer. A metilacdo era
considerada uma modificacdo estavel, porém tempmimlcado o contrario (Xiang et al.,
2007).

Populacao experimental da EMBRAPA

Existem muitas linhagens de galinhas de corte ostupm utilizadas para
diferentes finalidades, inclusive para estudos tigws (Siegel et al., 2006). De forma
simples, pode-se dividir as linhagens seleciongolas finalidades produtivas em
frangos de corte e poedeiras, porém a maior paate lidhagens € mantida por
companhias privadas e ndo esta disponivel paraiigasq

A EMBRAPA Suinos e Aves (Concord&C) em colaboracdo com a Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/BYPiracicab&P) iniciou em
1999, o Projeto Brasileiro de Gendmica da Galirthgo objetivo primordial foi o
mapeamento de QTLs para caracteristicas de desbmpen carcaca. Foram
desenvolvidas duas populacdes experimentajsaFpartir do cruzamento de uma
linhagem parental de corte (designada TT) e umaodtura (CC). As duas populagdes
F, foram designadas TCTC e CTCT devido aos cruzaragetprocos das linhagens
parentais (Figura 3).

A linhagem TT se originou do cruzamento de linhagssmerciais provenientes
das racasVhite Plymouth Ro¢ciNew Hampshiree White Cornish enquanto que a CC
originou daWhite LeghornRosario et al., 2009). A linhagem TT é uma limhacho,

cujo objetivo de selecdo foi melhorar o peso visversao alimentar, consumo de
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racao, rendimento de carcaca e partes, fertilidadedibilidade e reduzir a gordura
abdominal e as sindromes metabdlicas (Figueiredal.e2003a). Na linhagem CC
selecionou-se as caracteristicas de: producdo ds, @eso e qualidade do ovo,
conversdo alimentar, viabilidade, maturidade sexdaitilidade, eclodibilidade e
reducdo do peso vivo (Figueiredo et al., 2003b)idXe as divergéncias fenotipicas
entre estas linhagens, as aves resultantes donwensa entre elas sédo ideais para
estudos de mapeamento de QTLSs.

Fenotipicamente, as diferencas entre as duas knisagarentais podem ser
observadas desde os estadios embrionarios atéle adalta. Por exemplo, aos 17 dias
de desenvolvimento embrionario, o muscpéxtoralisna linhagem TT pesou 0,28 g,
enquanto que na CC este musculo pesou 0,19 g. Ad&g pbds-eclosdo, este musculo
na TT pesou 42 g e na CC 7,7 g. Na idade de abatdiés) esta diferenca pode ser
observada nas aves TT com peso vivo de 2.395 ¢ €6acom 513 g (Jorge et al.,
2007).

A partir destas duas populacbes e de suas linhaganentais foram
desenvolvidos diversos trabalhos no Laboratério Rietecnologia Animal da
ESALQ/USP (Piracicab&P): mapeamento de QTLs (Baron, 2004; Boschier06;20
Moura et al., 2006; Nones et al., 2006; Ambo, 2@ampos, 2007; Pinto, 2007; Ruy et
al., 2007; Rosario, 2008; Ambo et al.,, 2009; Camebsl., 2009); identificacdo de
polimorfismos em genes candidatos e associacdes cavatteristicas de interesse
econdmico (De Souza, 2004; Ninov, 2006; Ninov et 2008), estudos de expressao
génica (Alvares, 2001; Alves, 2004, Andreote et aD05, Marchesin, 2008) e
identificacdo de seqUéncias expressas (Alves, 20fige, 2006; Cassoli, 2007). Todos
estes estudos contribuiram para um maior ententmdo complexo processo

biolégico envolvendo o crescimento e desenvolvimelat galinha.
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O desenvolvimento deste trabalho resultou na ed@ldor de dois artigos

cientificos, redigidos sob as normas de cada eeeist questao.

O Capitulo 2, denominado MAPEAMENTO FINO DE UMA RE®
ASSOCIADA A QTLS NO CROMOSSOMO 1 DA GALINHAapresenta-se de acordo
com as normas para a publicacadasmetics and Molecular Biology O objetivo deste
trabalho foi refinar o mapeamento de uma regid@rdmnossomo 1 da galinha, onde
foram mapeados QTLs para peso vivo, peso do coed@ds pulmdes numa populacao
experimental f-brasileira de galinhas, a fim de se obter uma nm@aiEcisdo na posicao
destes QTLs.

O Capitulo 3, denominado POLIMORFISMOS NOS GENEE1 E JARID1A
E ASSOCIAQAO COM CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO DBALINHA,
apresenta-se de acordo com as normas para a [gabliceaRevista Brasileira de
Zootecnia O objetivo deste trabalho foi identificar polimorfiesinos genetGF1 e
JARID1A localizados numa regido do cromossomo 1 da galo@e foram mapeados
QTLs para pesos vivos e pesos do coracao e pulni@ssar a associagdo dos gendtipos

e dos diplétipos com caracteristicas de crescimento
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Tabela 1 - NUumero e tamanho (pares de bases) das exntrons do gen6F1

Exons (pb) Exons codificadores (pb) Introns (pb) Total (pb)
309 63 4.300
157 157 34.137
182 182 9.195
149 60
48.429

Fonte: NCBI (2008).
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Tabela 2 — Numero e tamanho (pares de bases) dos exntrons do gerkARID1A

Exons Tamanho dos Tamanho dos exons Tamanho dos Total (pb)

exons (pb) codificadores (pb)  introns (pb)

1 165 165 1.905
2 78 78 1.047
3 123 123 2.100
4 171 171 676
5 135 135 4.791
6 106 106 543
7 89 89 2.863
8 159 159 2.843
9 120 120 1.068
10 159 159 1.428
11 182 182 1.485
12 163 163 790
13 120 120 970
14 195 195 115
15 182 182 266
16 125 125 174
17 151 151 3.441
18 115 115 3.039
19 356 356 530
20 139 139 953
21 180 180 256
22 162 162 1.122
23 552 552 765
24 144 144 2.822
25 160 160 333
26 221 221 2.470
27 411 411 1.821
28 3.044 213

48.523

Fonte: NCBI (2008).
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RIR X GIP, Wardecka et al., 2002
RIR X GIP, Wardecka et al,, 2002
RIR X GIP, Wardecka et al., 2002
BS X F & WL, Kaiser and Lamont, 2002
BS X F & WL, Kaiser and Lamont, 2002
WR X WR, Park et al., 2006

RJF X WL, Kerje et al., 2003

RJF X WL, Kerje et al., 2003

FL X LL, Lagarrigue et al., 2006
RJF X WL, Kerje et al., 2003

FL X LL, Lagarrigue et al., 2006
BS X WL, Zhou et al., 2006b

WR X WR, Park et al., 2006

BS X WL, Navarro et al., 2005
WR X WR, Park et al., 2006

BS X WL, Sewalem et al,, 2002
B3 X WL, lkeobi et al., 2002

BS X WL, Nones et al., 2006

WR X WR, Park et al,, 2006

BS X WL, Sewalem et al., 2002
RJF X WL, Schutz et al., 2004
B8 X WL, Zhou et al., 2006b

BS X WL, Zhou et al., 2006z

BS X WL, Zhou et al., 20068

WL X WL, Buitenhuis et al., 2004
BS X WL, lkeobi et al , 2004

BD X BD, Jennen et al., 2004

Figura 1 — QTLs detectados no GGALl. As localizacé@s baseadas nas distancias dos

marcadores d&€hicken Cmaghttp://www.animals-ciences.nl/Cmap). Cada QTL,edguerda

para direita representa: classe da caracterisacacteristica, idade (semana), interagéo do QTL

(se houver) e tipo de cruzamento. QTLs com ligajdificativa (P<0,05) sdo apresentados em

negrito; QTLs sugestivos (P<0,2) em romano; ligagdocromossomo (P<0,05) em italico e
analise de marcas simples (P<0,01) esta em subdeniite Abasht et al. (2006).
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Figura 2 — Diagrama simplificado das a¢0es dos boios do crescimento (GH) e fator

bY

de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGEl)Sistema Nervoso Central
controla o hipotalamo, que por sua vez, controfat@taria, cujas células secretam o
horménio do crescimento (GH). O GH estimula o faal produzir o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1)GB1 estimula o desenvolvimento
de uma variedade de tecidos: musculo, cartilagessxs e pele. Adaptado de Biomed
Comnt’ Inc. (2009).
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Figura 3 - Esquema simplificado da estrutura dass daopulagdes brasileiras &e
galinhas desenvolvidas pela EMBRAPA Suinos e Agesdas a partir do cruzamento
das linhagens de corte (TT) e postura (CC). Fddbsario et al. (2009).
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Resumo

A partir de resultados de um estudo anterior, nal pram mapeados QTLs
para caracteristicas de peso vivo, peso do coragadmodes no GGAL, foi definida
uma regido no intervalo entre os marcadéi@t0234e LEIOO71, abrangendo 82,3 cM.
Foram avaliadas trés familias de mdiosaos paternos que compreendiam sete familias
de irmaos completos, num total de 65%&ra as caracteristicas: peso vivo aos 35 e 41
dias de idade, pesos do coracdo e pulmdes e ramdsnde coracdo e pulmdes. Os
genotipos de seis marcadores microssatélites faditionados aos dez utilizados
anteriormente. O mapa de ligacdo obtido da reg@mpeeendeu 110,8 cM com
espacamento médio entre os marcadores de 7,4 chMinBlse de F; em um Unico
intervalo (EIO146LEIO174), compreendendo 28,8 cM, foram mapeados QTLs para
todas as caracteristicas estudadas, com excecaerabentos de coracédo e pulmaoes.
Neste intervalo estdo localizados o gEBEL e o centrébmero do cromossomo. A adicéo
de seis marcadores confirmou os QTLs mapeadosi@ntente, porém alguns em
diferentes posicoes. A analise de maiagios paternos indicou que os principais QTLs
estavam segregando em apenas uma das familias),(fal§ual cinco QTLs foram
mapeados. Na anélise de meilwsdos maternos, duas familias segregaram QTLs tant
na analise Individual como na Conjunta (7810 e Y9As diferentes analises
permitiram selecionar dois casaig ue devem ser o0 alvo dos proximos estudos. Este
estudo restringiu a busca por genes candidato®eépeis pelas caracteristicas de

interesse a uma regiao de 28,8 cM (9,82 Mb) no GGA1l
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Abstract

Based on the results from a previous study, in W@ L for body weight, heart
and lungs weights and heart and lungs percentagesmapped to GGAL, a region was
defined between marke®DL0234 and LEIOO7], spanning 82.3 cM. Three paternal
half-sib families, comprising seven full-sib familiestdling 652 were evaluated for
body weight at 35 and 41 days of age, heart angslweights and heart and lungs
yields. Genotypes of six microsatellite markers evadded to those of ten previously
used. The linkage map of this region spanned 1dM.,8nith average spacing of 7.4 cM
between markers. In a single intervRE{(0146LEI0174),comprising 28.8 cM, QTLs
for all traits, except for heart and lungs yieldesrevmapped in the;@nalysis. In this
same interval théGF1 gene,and the chromosome centromere, are located. Thefuse
six additional markers confirmed the same QTLs nedpgreviously, but some of them,
in different positions. The paternal half-sib amsédyindicated that the main QTLs were
segregating in one of the families only (7716)wimich five QTLs were mapped. In the
maternal half-sib analysis, two families segregddd.s both, in the across and within
families analyses (7810 and 7971). These analybewea the selection of two ;F
couples to be the target for future studies. Thidysrestricted the search for candidate

genes responsible for the traits of interest tegion of 28.8 cM (9.82 Mb) in GGAL.
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Introducao

Nos ultimos vinte anos, muitos genes que contraaracteristicas mendelianas
foram identificados, ao contrario das caractedstiquantitativas, para as quais € mais
ardua a identificacdo destes genes, visto que umeraldesconhecido deles € que
muito provavelmente as controlem. Dessa formayésraas técnicas moleculares esta
sendo possivel descobrir mecanismos de expresséagicalizacdo de genes ou de
regides cromossOmicas responsaveis por caraatasistjuantitativas (Zhou et al.,
2006). Além disso, Cogburn et al. (2003) afirmarmgue 0s mecanismos genéticos que
governam o crescimento, diferenciacdo e funcdessdtasmas metabdlico, somatico e
reprodutivo nas galinhas sao airaaplamente desconhecidos.

O mapeamento de QTLs tornea um meétodo comumente empregado nos
altimos quinze anos, facilitado pela descobertandecadores moleculares altamente
polimorficos, além do desenvolvimento de métodaatissicos sofisticados de analises
que tém permitido associar a informacéao fenotipara a genotipica (Mackay, 2004).

A galinha é um excelente modelo para a investigdedarquitetura genética das
caracteristicas quantitativas (Burt, 2004). MuitQ3Ls tém sido mapeados para
crescimento, producdo de ovos, resisténcia a degngamposicdo corporal e
comportamento (Abasht et al., 2006). Num levantameéa 50 trabalhos, foram listados
cerca de 700 QTLs, dos quais 114 somente no GGafarRo, a partir da identificacédo
de QTLs em animais de producdo, o passo seguinidemtificacdo de genes que
explicam caracteristicas complexas tem sido o nmpet fino (Grapes et al., 2006).
As estratégias para se utilizar da abordagem deeanagnto fino sdo: aumentar a

informacé&o genética na regido através da genotipaigeum nimero maior de animais
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com um maior numero de marcadores moleculares corwito de reduzir ao maximo
o intervalo no qual o QMalvo esta localizado (Atwood e Heatasta, 2003).

A EMBRAPA Suinos e Aves em colaboracdo com a Es&perior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) inicioume 1999, o Projeto Brasileiro do
Genoma da Galinha, cujo objetivo primordial temosad mapeamento de QTLs para
caracteristicas de desempenho e carcaca. Uma papulaxperimental # foi
desenvolvida a partir do cruzamento de uma linhagercorte e uma de postura. Nesta
populacdo, Nones et al. (2006) mapearam diversds @ifitre 0s seguintes marcadores
do GGAL1:LEIO068MCWO0297(analise E peso vivo aos 35, 41 e 42 diaglCW0297
LEIO146 (F.: peso dos pulmbes),EI0146LEI0O174 (F,: peso do coracdo. Meios
irmaos: peso aos 35 dias, peso do coracdo e puloodes sem ajusteCWO0018
ADLO0150 (meiosirmaos: peso vivo aos 41 e 42 diaspeL0156ADL0319 (meios-
irmaos: peso vivo aos 35, 41 e 42 dias). O QTL mdpegrara peso aos 41 dias, no
intervalo entreMCWO0018ADL0150, explicou mais de 17% da variancia fenotipica
numa das familias. No entanto, os intervalos defiamoga foram muito extensos
abrangendo até quase a totalidade do cromossomdoSscom outras populacdes
também indicaram a presenca de QTLs nesta mesiida (&gwalen et al., 2002; Kerje
et al., 2003; Jennen et al., 2005).

Portanto, este estudo teve por objetivo empregaoedagem de mapeamento fino
numa regido no GGA1, entre os marcadoAd3L0234 e LEIOO71,onde foram
mapeados QTLs para peso vivo, peso do coracdo e@uoges, mas com grandes

intervalos de confianca, numa populacdo experirhéptarasileira de galinhas.
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Material e Métodos
Populacdo Experimental

Foi utilizada a populagcéo experimental desenvolypd@a EMBRAPA Suinos e
Aves (ConcérdieSC), a partir do cruzamento de machos de uma lethage corte
(designada TT) e fémeas de uma linhagem de po$@E). Estas linhagens se
originaram de racas diferentes e foram selecionddascordo com critérios distintos,
conforme detalhado por Figueiredo et al. (200383BD Sete machos TT e sete fémeas
CC foram utilizados nos cruzamentos para formagimetacdo £ As aves foram
mantidas em gaiolas individuais, com controlepeéeligree e os ovos identificados.
Para a formacao da segunda geracg@of¢fam selecionados, ao acaso, um macho e trés
fémeas de cada familia;.F Cada macho fertilizou trés fémeas, evitando-se
acasalamentos entre parentes.

A geracdo F totalizou 2063 aves de 21 familias de irméos cetop|
produzidas em 17 incubacdes durante oito mesese Deal, 652 aves pertencentes a
sete familias de irmaos completos ou trés famiiasmeiosrméos paternos foram
utilizadas neste estudo, as mesmas de Nones(20@6) (Tabela 1). Essa populacéo foi
avaliada quanto as caracteristicas de desempestdiprento de carcaca e 6rgaos. As
aves foram criadas como frangos de corte recebedo a base de milho e farelo de
soja e agua a vontade e mantidas em boxes colett¢oss 35 dias de idade. Nesta

idade foram realizados a pesagem e o alojamentga@ias individuais até os 41 dias.
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Tabela 1 -Pedigreee estrutura de acasalamentos da populacédo expésimélizada

Parentais Machos TT 6232 5661 5649 6037 5561 5921
Fémeas CC 332 88 886 241 570 37
F1 Machos TC 7822 7769 7716
Fémeas TC 7810 7765 7978 7709 7971
7816 7749
Acasalamentos F 7822 x 7765 (73) 7716 x 7810 (77) 7769 x 7709 (100)
(n |:2) 7971 (100) 7978 (100) 7749 (96)
7816 (97)

Colheita dos dados fenotipicos e das amostrasndgisa

As caracteristicas de desempenho e carcaca awliadée estudo foram: peso

vivo aos 35 (PV35) e 41 dias de idade (PV41l), pdsocoragao (Pcor), peso dos

pulmdes (Ppul). Os rendimentos foram calculadodocore se segue: rendimento do

coracdo (Rcor= 100*Pcor/PV42) e dos pulmbes (RAWe*Ppul/PV42). O peso vivo

aos 42 dias (PV42) foi medido ap6s jejum de 6 herransporte para o local de abate,

0 que justificou uma menor média em relagcdo ao PU4bela 2), sendo utilizado

apenas para o calculo dos rendimentos. Os pesosrdgio e pulmdes foram medidos

aos 42 dias de idade, imediatamente apos o abate.

Amostras de sangue dos animais de todas as geffacaes colhidas em tubos

contendo EDTA (10%) e armazenadas feeezera -80°C na EMBRAPA Suinos e

Aves. O sangue dos animais da geracdo parental fei FEolhido através da veia

braquial e dos animais da geracdg #urante o abate. Extracbes de DNA foram

realizadas através do método utilizando-se seniatepsgProteinase R, Promegapu

detergente de guanidina (DNAZpl Invitrogen). O DNA foi quantificado em

espectrofotometro (HITACHI, modelo -R0O000), as amostras foram diluidas na

concentracéo padrdo de 86 DNA puL™' e armazenadas dneezera-18°C.
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Regido gendémica de estudo

Nones et al. (2006) genotiparam sete familias dedos completos,
compreendendo trés familias de meios-irméos paei@a? ) com dez marcadores
microssateélites do GGAL. Utilizando a estruturaydagional de | mapearam QTLs
para peso aos 35 e 41 dias de idabEIQO68-MCWO029), peso dos pulmdes
(MCWO0297-LEIO145 e coracdo LEIO146-LEIO174, com o primeiro marcador
posicionado a 72 cM no mapa Consenso (Schmid ,e2@05). Ja com a estrutura de
meios-irmaos paternos, empregando a analise indivi@lentro das familias), foram
mapeados QTLs para peso aos 41 e 42 dM&SN0018-ADL015) peso aos 35 dias
(ADLO15GADL0319 e peso do coracao e pulmdes sem e com ajust@@sva/ivo aos
42 dias entre os marcadongsi0146e LEIO174 Na analise conjunta das trés familias
de meiosrméaos foram mapeados QTLs para peso vivo aos&5 deso do coracéo e
pulmdes EI0146-LEI0174 e peso aos 41 diaBDLO150-ADL0319(Figura 1).

A partir destes resultados foi definida a regidndgeica de estudo no intervalo
entre os marcadoresDL0234e LEIOO71 (Figuras 2A, B e C), do mapa EMBRAPA

(Nones et al., 2005), abrangendo 82,3 cM.
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1457 ADL0234
151,6 LEIQ068 . P35, 41 ¢ 42 (B
100 |- Leiotse — Ppul (F)
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203,3 o
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Figura 1 — Mapa de ligacdo da regido estudada @8lGadaptado de Nones et al.
(2005), com a indicacdo da posicdao dos marcadaresM e QTLs mapeados por

Nones et al. (2006) nesta regido. Entre paréntgpesde andlise utilizada.

Genotipos e Mapa de ligacéo

Foram utilizados os dados genotipicos dos dez miarea microssatélites de
Nones et al. (2006)ADL0234, LEIO068, MCWO0291,EI0146, LEIO174, MCWO0018,
ADL0150, ADL0319, MCWO005& LEIO071, aléem de seis marcadores adicionais:
ADL0192, ADL0364, MCWO0007, MCW0112, MCW28NECWO0353.

Para as amplificacbes dos microssatélites forahzadas reacées de PCR, as
quais tiveram volume final de 18 contendo: 3uL de DNA gendmico (2@g/uL), 1,5
pL de solugéo tampdao (10x) (50 mmol/L KCI e 10 minditis-HCI, com pH = 8,5),
1,38 uL de cloreto de magnésio (Mg50 mM), 0,60uL dNTPs (10 mM), 1,2QuL

de cadaprimer direto e reverso (2,5 pmgll) (marcados com fluorescéncia HEX ou
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FAM), 0,48 L da enzimalrag DNA polimerase (5 UYIL) e 5,64uL de agua ultrapura.
O programa para amplificacéo utilizado no termaciol foi: dois minutos a 94°C,
seguidos de 30 ciclos de um minuto a 94°C, um minattemperatura de anelamento
(especifica para cada marcador, variando de 59@)&um minuto a 72°C, seguido
pela extensdo final de dez minutos a 72°C. Apdanaglificacdes foram aplicadas
aliquotas do produto amplificado com o marcadorpdso moleculargX174 RF
DNA/Haelll (Invitrogen™) em um gel de agarose (2%) para waifio do tamanho

aproximado dos fragmentos apos eletroforese.

0,0
1457 ADL0234 LEI0068 MCWO289E
1510 Y| ADL0234
151,6 LEI0068
155,0 —{—~ ADL019z
157,8 MCWO29i 162,0 ~] |- MCw0297
162,3 LEI0146 163,0 | |~ MCwo3s:

169,0 ||| ADL0364 LEI0146

191,8 ~_|~LEI0O174
1932 —f~ MCW001¢

196,2 =T [N ADLO15C
203,3 ADLO031¢ 204,0 NB% ADLO31¢

1

| LEI0174 MCwoO1¢
2050 MCWO011: ADLO15C
215,0 - Mcwooo:
GGAl

227,4 ~J_|~MCWO005¢

228,0 =" LEI0071
241,0 ~| |- Mcwoost

—— 4641 242,07 LEI0071

Figura 2 — (A) representa o mapa de ligacdo do GG#ido por Nones et al. (2005),
(B) representa a regido gendmica de estudo conrsspiectivos marcadores e posicdes
em cM (centiMorgans) e (C) representa a regidalesiu respectiva no Mapa Consenso

da galinha (Schmid et al., 2005).
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As genotipagens foram conduzidas em duas etapasggdotipagens dos
parentais/ce (2) genotipagens das avesderca de 90 aves de cada familia, através do
sequenciador de DNA MegaBACE™ 1000 (GE Healthcapgsar de a amplificacdo
de cada marcador ter sido individual, nas genogipsgutilizouse uma mistura do
produto amplificado de trés a quatro marcadores,acledo com o tamanho do
fragmento amplificado e da fluorescénciapdoner, juntamente com o padrdo interno
ET-ROX 400 (GE Healthcare)O programa para representacdo grafica dos picos de
fluorescéncia e determinacédo do tamanho dos fragséoi 0 MegaBACE™Genetic
Profiler Software SuitéGE Healthcare).

O mapa de ligacéo foi construido pelo método dasagmilhanca, com o auxilio
do programaCRI-MAP (Green et al., 1990), que utiliza a funcdo de Kudsa para
transformar as fracdes de recombinacdo estimadadisgtémcias de mapa em cM. O
programa utiliza comdefaulto LOD = 3, ou seja, a hipotese dos marcadores estarem

ligados € 1000 vezes mais verossimil que a de staceen.

Mapeamento de QTLs

O método utilizado foi 0 mapeamento por intervalm®posto por Lander e
Botstein (1989), que emprega regresséao linearimaso por quadrados minimos e
implementado pelo program@TL Express(Seaton et al., 2002). De acordo com a
estrutura populacional deste estudpdfr meiosrméaos) conpedigreede trés geracoes
a partir do cruzamento entre linhagens parcialmentiogamicas, o progranTL
Expressfoi apropriado para esta finalidade. A estrutuspyacional F pressupde que
alelos alternativos do QTL estejam fixados nasalg@ns fundadoras de corte (QQ) e de
postura (qq). Na primeira etapa da andlise, a pitlade de um individuo Fpossuir

cada um dos possiveis genédtipos do QTL (QQ, Qg, eg@q) foi calculada
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condicionalmente a cada cM, na dependéncia do igendtlos marcadores
flanqueadores do intervalo considerado.

As sequéncias de andlises consistiram em trés pwdenéticos: (1) testar o
efeito aditivo (a); (2) testar os efeitos aditivgle dominancia (a + d); (3) testar os
efeitos aditivos, de dominancia e efeito gamétice @ + i) (mprinting: i). Todas estas
trés etapas foram realizadas. O efeito aditivo #nide como sendo metade da
diferenca do valor fenotipico dog Fomozigoticos para os alelos alternativos do QTL e
o efeito de dominancia como a diferenca entre orviahotipico dos heterozigotos em
relacdo a média dos homozigotos (De Koning etl@P9). O efeito démprinting ou
gameético ocorre quando 0s genomas parentais sofremdificacdes durante a
gametogénese, resultando na expressao incompletaséncia de expressao de alguns
genes herdados de um dos genitores (De Koning.,eR@02). O modelo genético
estatistico incluiu os efeitos fixos de sexo, feardlincubacao.

A anélise de meiesmaos considera que a evidéncia de QTL vem dagagéo
dentro de familias de mekrgndos, que podem ser paternos ou maternos. Numa
verdadeira estrutura de meiosaos paternos, cada fémea teria apenas uma [Eogén
por isso, nao existiria a informacéo de segregdefitro das fémeas (De Koning et al.,
1998). Foi realizada também a analise de mien&os maternos, levando em
consideracao a fémea como genitor comum, pois mas o interesse € a utilizacao
apenas das informacfes de segregacdo das fémeaandhses de meiasmaos
paternos e maternos, embora ndo sejam ideais pestiudura populacional analisada,
podem revelar QTLs que n&o seriam mapeados naauoip.

Nas analises de meisndos, diferentemente da estrutura denféo séo feitas

pressuposi¢cdes quanto ao numero de alelos ou gafixde alelos dos QTLs e toda
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relacdo de parentesco adicional entre e dentrgydgms de meieBmaos € ignorada.
Dentro de cada familia de meimmaos é calculado o efeito de substituicdo daalel
QTL, ou seja, é calculada a probabilidade de cadaiduo F, herdar cada gameta do
macho (fémea) em cada posicao. O efeito de sulétitdoi considerado significativo
quando o valor foi duas vezes maior que o-padrdo. Nas analises simultaneas dos
trés machos ou sete fémeas, a regressao foi agustatro de cada macho (fémea), isto
porque nem todos os machos (fémeas) sdo heteliopgpara o QTL e também porque
a fase de ligacao entre os alelos do QTL e aledsswharcadores pode variar de macho
(fémea) para macho (fémea) (Knott et al., 1996)ar@o um QTL foi detectado na
analise contendo as trés ou sete familias, umasan@dividual de cada uma das
familias foi realizada para inferir quais familestavam segregando o QTL. O modelo
genéticeestatistico incluiu os efeitos fixos de sexo e lragéo. Na analise individual
(dentro de cada familia de meios&os paternos ou maternos) correu-se 0 risco de
perda do poder de deteccdo de QTLs, devido a reddganumero de individuos

analisados, ja que séo analisadas as familiasasigmaente.

Nivel de significancia

Os niveis de significancia foram obtidos de acardm a proposta de Lander e
Kruglyak (1995): genémico (ligacdo sugestiva, digativo a 5% e 1%), controlando
se, no ultimo caso, a taxa de Erro Tipo | (falseifpm), pois para detectar QTLSs, um
grande numero de testes € necessario. Como esties nédo sao independentes, obtém-
se um nivel de significancia que pode gerar fa@dks. Para reduzir este problema, o
nivel de significancia no cromossomo foi calculgdoa obter o nivel de significancia

gendmico desejado, proporcional a contribuicdordmossomo ou da regido estudada
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para 0 genoma autossémico, como sugerido por Dengoat al. (1999). Esta
probabilidade foi calculada pela seguinte equag@aisdo a correcdo de Bonferroni:

1/r

P

(genbémicg

=1-(1-R

cromossomb)

Onder é a contribuicdo de um cromossomo, obtida diviohsel 0 comprimento da
regido estudada pelo tamanho do genoma em cM. Ratkmadas 10.000 permutacdes
para o calculo dos trés niveis de significancigesdos por Churchill e Doerge (1994).
A proporc¢ao da variancia fenotipica explicada figld. (VF %) foi calculada de
acordo com: VF % = [(QMreduzido - QMcompleto) / @duzido x 100], onde
QMreduzido e QMcompleto é o quadrado médio do nmdetluzido e completo,
respectivamente. O modelo completo incluiu o efdddQTL (aditividade, dominancia

ouimprinting) além dos efeitos e 0 modelo reduzido incluiu apers efeitos fixos.

Intervalos de confianca

Os intervalos de confianca (IC) foram estimadoavas da opcéaloootstrap with
resamplingdo programaTL ExpresgSeaton et al., 2002)leterminando intervalos de
confianca empiricos a 95% de probabilidade.

Com a finalidade de comparar os resultados despaltro com os de Nones et
al. (2006) e com a literatura, duas abordagens rposer utilizadas: comparar 0s
intervalos de confiangca estimados ou comparar g®e® do genoma onde 0S
marcadores flanqueadores dos QTLs mapeados estliadalos.

Para comparacao dos intervalos de confianga (ckh) &sequéncia do genoma
(Mb), foi feita a transformacéo de centiMorgans Jah mega pares de bases (Mb).
Para isso foi adotada a relagcdo de 1:0,341 (cM:ptyp 0 GGAL, de acordo com

ArkDB (http://lwww.thearkdb.org; Schmid et al., 200®nde o mapa de ligacdo do
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GGA1 possui 589 cM e NCBI (http://www.ncbi.nim.rgbyv), onde a sequéncia do
genoma possui 201 Mb. Lembrando que esta relagao\élor médio, ja que a taxa de
recombinacdo néo é constante ao longo do cromosdtstatransformacao também foi

utilizada para comparacdes dos intervalos entreadares.

Resultados

Na Tabela 2 estdo apresentadas as estatisticastidescdas caracteristicas

fenotipicas medidas nas aves F

Tabela 2 — Estatisticas descritivas das caractasstvaliadas nos animais F

Caracteristica N Média Desvjadrao
PV35 (g) 659 804 136
PV41 (g) 660 1.023 185
PV42 (g) 660 088 182
Pcor () 658 6,4 1,6
Ppul (9) 659 8,1 2,2

Peso aos 35 (PV35), 41 (PV41) e 42 dias (PV42) desoracao (Pcor) e peso dos
pulmdes (Ppul).

Mapa de ligacéo da regido estudada

O mapa de ligacdo da regido estudada apresentg8 tlD e espacamento
médio entre os marcadores de 7,4 cM (Figura 3)ri@egiro marcador posicionado no
mapa ADL0192 esté localizado a 155 cM e o ultimo marcad®&iQ071)a 242 cM no
Mapa Consenso (Schmid et al.,, 2005). A maior deséamoi de 28,8 cM entre os

marcadore&EI0146e LEIO174 onde estdo localizados o gd@-1 e o centrébmero do
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cromossomo. O menor espacamento obtido foi de ®9eatre os marcadores
MCWO0018 MCWO0007

Na média dos 16 marcadores, o numero de meioswsiativas foi de 914 e de
meioses informativas com fase conhecida foi de(646ela 3). O marcaddiCW0353
foi 0 menos informativo, enquanto que_BI0068 foi 0 mais informativo. O nivel de

informatividade baseese no nimero de meioses informativas com fase calihe

Tabela 3 - Grau de informag&o dos marcadores da hatigacdo parcial do GGAL

Marcadores Numero de meioses  Numero de meioses informativas
informativas com fase conhecida
ADL0197Z 491 448
ADLO0234 803 803
LEI0068 979 979
MCWO0289 968 968
MCWO0353 416 284
MCWO0297 657 657
ADL0364 1050 590
LEIO146 1265 887
LEIO174 537 537
MCWO0018 1155 497
MCWO0007 854 854
MCwWO0112 1118 476
ADLO150 1250 542
ADLO319 726 444
MCWO0058 1085 595
LEIOO71 1278 772
Média 914 646

IMarcadores microssatélites adicionados.
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representacdo grafica deste mapa foi utilizado agrama MapChart versdo 2.1

(Voorrips, 2002). O primeiro marcador foiAdL0192posicionado a 155 cM no Mapa

Consenso (Schmid et al., 2005).

Mapeamento de QTLs com estrutusa F

Em um Unico intervaloLEI0146LEI0174),compreendendo 28,8 cM, foram mapeados
QTLs para todas as caracteristicas estudadas, xmgé® dos rendimentos de coracao
e pulmdes (Tabela 4, Figura 4). Os QTLs com sigaiftia de 1% no genoma foram

associados com PV35, PV41, Pcor e Ppul. Nestevaiterestdo localizados o gene

IGF1 eo centrdbmero do cromossomo.
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Tabela 4 - QTLs mapeados no intervalo ehE&146eLEI0174

Caracteristica Valorde F Posicdo (cM) IC (cM)*  Efeito aditivo VF %’

(EP)
PV35 24,7 54 2-96,5 32,86 (7,41) 3,7
PV41 21,8 53 0-97 45,11 (9,66) 3,2
Pcor 29,1 49 24-102 0,43 (0,08) 4,3
Ppul 22,8 43 39-52 0,53 (0,11) 3,4
Rcor 5,6 43 0-110 0,01 (0,01) 0,7
Rpul 7.3 43 32109 0,02 (0,01) 1,1

Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do aor@xor), peso dos pulmdes (Ppul),
rendimento do coracéo (Rcor) e dos pulmdes (RfRfzao F: Ligacdo significativa a 1%
no genoma’Primeiro marcadorADL0192 (155 cM no Mapa Consensd)C: intervalo de
confianca®VF (%): proporcéo da variancia fenotipica explicpdio QTL. EP: errgpadrao.

Andlise F,

—PV35 PV41 == Pcor = Ppul
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4— Valores de F obtidos na anéalise de mapeamentdrtds @o modelo de Fho
As setas representam a localizacdo dos naesmdhicrossatélites utilizados. O

o marcador foi dDL0192posicionado a 155 cM no Mapa Consenso (Schmid et

al., 2005). As trés linhas horizontais representamiveis de significancia aproximados

para to

das as caracteristicas.
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Todos os QTLs mapeados apresentaram efeito adlibgdivo (Tabela 4). Os
efeitos de dominancia e efeito gaméticongrinting) dos QTLs néo foram
significativos. A proporcéo da variancia fenotipiotal explicada pelos QTLs variou de
3,2 a4,3% (Tabela 4).

Os intervalos de confianca obtidos foram em mé@ja @M. O menor intervalo

obtido foi para o Ppul (13,0 cM), enquanto que dcomi@i para PV41 (97,0 cM).

Mapeamento de QTLs com estrutura de meimsios paternos (Conjunta e Individual)

Na analise Conjunta (Tabela 5) foram mapeados @&ka: PV35, PV41, Pcor
e Ppul e na analise Individual (Tabela 6) para: \¥B/41, Pcor, Ppul e Rpul (familia
7716) e para Pcor e Rcor (familia 7822). Nenhum @ridentificado na familia 7769.
Os intervalos de confianga variaram de 47,0 a 88l{Analise Conjunta) e de 40,0 a
93,0 cM (Andlise Individual). A proporcdo da vaién fenotipica total atribuida aos
QTLs mapeados variou de 2,6 a 4,3% (Conjunta) é,Hdea 14,7% (Individual), com
destaque para os QTLs mapeados na familia 7716 Ré8d, PV41l e Ppul, que
explicaram quase 15% da variancia fenotipica total.

Na andlise Conjunta, os QTLs para PV35, PV41, Bddpul estdo segregando
na familia 7716, enquanto um QTL para Pcor tambsté segregando na familia 7822
(Tabela 5). Na anélise Individual (Tabela 6) QTlsgoPV35, PV41, Pcor, Ppul e Rpul
estdo segregando na familia 7716 e QTLs para PRopeestdo segregando na familia
7822. Nenhum QTL esta segregando na familia 77689doas analises (Conjunta e

Individual).



Tabela 5 QTLs mapeados na analise Conjunta de #itei@os paternos

Caracteristica Valor de B Posicéo (cM) Marcadores IC (cM)*  Efeito de substituicdo Macho VF %
flanqueadores (EP)
PV35 6,5 81 ADLO150GADL0319 0-925 88,25 (20,29) 7716 2,6
7,21 (18,07) 7769
13,72 (20,43) 7822
PVv41 9,7 83 ADLO150GADL0319 0-95 121,08 (23,16) 7716 3,8
0,08 (21,02) 7769
12,37 (23,37) 7822
Pcor 8,5 51 LEIO146LEIO174 23-107 0,78 (0,21) 7716 3,5
0,26 (0,17) 7769
0,70 (0,22) 7822
Ppul 10,4 53 LEIO146LEIO174 39- 86 1,76 (0,33) 7716 4,3
0,51 (0,27) 7769
0,58 (0,35) 7822
Rcor 2,6 23 ADLO192ADL0234 16-110 0,01 (0,02) 7716 0,7
0,01 (0,01) 7769
0,05 (0,02) 7822
Rpul 3,9 43 LEIO146LEIO174 9-110 0,07 (0,02) 7716 1,1
0,03 (0,02) 7769
0,02 (0,03) 7822

'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do an(@r), peso dos pulmdes (Ppul), rendimento dacéo (Rcor) e dos pulmdes
(Rpul).?Razéo F ligacao significativa a 1% no genomBrimeiro marcadorADL0192(155 cM no Mapa ConsensdIC: intervalo de
confiancaVF (%): proporcdo da variancia fenotipica explicaeto QTL. Os efeitos de substituicdo em negritarfosignificativos.
EP: errepadréo.



Tabela 6 QTLs mapeados na andlise Individual de migitios paternos

Caracteristica Valor de F Posicao (cM) Marcadores IC (cM)* Efeito de substituicio ~ VF %°
flanqueadores (EP)

Familia 7716

PV35 29,8 80 ADLO150GADL0319 22,5-93 84,81 (15,53) 14,7
PV41 29,7 80 ADLO156ADL0319 56- 96 117,49 (21,55) 14,7
Pcor 14,4 91 ADL0319-MCWO0058 32-109 0,94 (0,25) 7,4
Ppul 29,4 57 LEIO146LEIO174 45- 87 1,81 (0,33) 14,5
Rcor 0,3 109 MCWOO58LEIO071 2-110 0,01 (0,02) 0,0
Rpul 7,9 43 LEIO146LEIOL174 40- 109 0,08 (0,03) 4,1
Familia 7822

PV35 3,0 43 LEIO146LEIO174 0-110 31,98 (18,46) 1,2
Pv41 1,9 43 LEIO146LEIOL174 0-110 33,17 (23,50) 0,6
Pcor 14,4 44 LEIO146LEIOL74 23-109 0,77 (0,20) 7,8
Ppul 0,2 75 MCWO0007-MCWO0012 0-110 0,15 (0,30) 0,0
Rcor 10,5 23 ADLO0192ADL0234 17-110 0,06 (0,02) 5,9
Rpul 0,7 75 MCWO0007-MCW0012 0-110 0,02 (0,03) 0,0
Familia 7769

PV35 3,3 13 ADLO0192ADL0234 0-110 37,74 (20,69) 0,8
PVv41 4,6 15 ADLO0192ADL0234 0-110 43,50 (20,18) 1,3
Pcor 51 23 ADLO0192ADL0234 14-110 0,32 (0,15) 15
Ppul 5,0 6 ADLO0192ADL0234 0-110 0,60 (0,27) 1,5
Rcor 0,7 109 MCWOO058LEIO071 0-110 0,01 (0,01) 0,0
Rpul 19 109 MCWOO058LEIO071 0-110 0,03 (0,02) 4,2
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Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41) peso do aoi@@or), peso dos pulmoes (Ppul), rendimento dac¢ém (Rcor) e dos pulmdes
(Rpul). Razéo F'ligacdo sugestivajigacao significativa a 5% no genomdigacéo significativa a 1% no genomiBrimeiro marcador:
ADL0192(155 cM no Mapa Consenso 2005: intervalo de confian¢aVF (%): proporcdo da variancia fenotipica explicagio QTL.
Os efeitos de substituicdo em negrito foram sigaiivos. EP: errgadréo.
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Mapeamento de QTLs com estrutura de m@imsios maternos (Conjunta e Individual)

Na analise Conjunta (Tabela 7) foram mapeados @ligestivos para: PV41,
Pcor e Ppul e na andlise Individual (Tabela 8)foraapeados QTLs sugestivos para:
PV41 (familia 7810), Rcor (familia 7816) e para Pdamilia 7971). Nenhum QTL foi
identificado nas familias 7978, 7709, 7749 e 7765.

Na andlise Conjunta o QTL para PV41 esta segregaadofamilias 7810 e
7971; o QTL para Pcor esta segregando na famill® & o QTL para Ppul esta
segregando nas familias 7749 e 7709 (Tabela 7}yaetg que na analise Individual os
QTLs para PV41, Rcor e Pcor estdo segregando enfaimélias (7810, 7816 e 7971,
Tabela 8).

Na analise Conjunta os QTLs para Pcor e Ppul endbisa Individual, o QTL
para Rcor, foram todos mapeados no intervalo érft6068 e MCWO0289E O QTL
mapeado para PV41 nas duas analises foi mapeadoesmo intervalo ADL0319-
MCWO0058.

Na Figura 5 pode-se observar todos os QTLs sigmiNics e sugestivos
mapeados nas diferentes analisese fmeiosirmaos (paternos e maternos, Conjunta e
Individual). A maioria dos QTLs foi mapeada no mtdo entre os marcadorekl0146
e LEIO174. Também podese observar os QTLs mapeados no estudo de Norads et

(2006) para comparacao dos intervalos.



Tabela 7- QTLs mapeados na analise Conjunta de mied&os maternos

Caracteristica Valor Posic&o Marcadores Fémea Efeito de
de? (cMm)® flanqueadores substituicéo (EP)
PV4l 2,9 92 ADLO319MCWO0058 7810 116,19 (39,41)
7978 40,13 (33,92)
7709 8,35 (38,52)
7749 38,85 (33,39)
7816 41,67 (35,04)
7765 3,87 (40,99)
7971 88,45 (33,56)
Pcor 2,9 30 LEIOO68MCWO0289E 7810 0,56 (0,37)
7978 0,19 (0,25)
7709 0,33 (0,25)
7749 0,79 (0,26)
7816 0,43 (0,27)
7765 0,50 (0,30)
7971 0,43 (0,30)
Ppul 2,9 32 LEIOO68MCWO00289E 7810 0,32 (0,55)
7978 0,21 (0,39)
7709 0,93 (0,40)
7749 1,15 (0,42)
7816 0,68 (0,42)
7765 0,45 (0,46)
7971 0,81 (0,44)
Rcor 2,1 0 ADLO0192ADL0234 7810 0,06 (0,04)
7978 0,03 (0,04)
7709 2,00 (0,02)
7749 0,11 (0,04)
7816 0,06 (0,04)
7765 0,02 (0,04)
7971 0,05 (0,05)
Rpul 2,7 32 LEIO0O68MCWO00289E 7810 0,02 (0,05)
7978 0,03 (0,03)
7709 0,05 (0,03)
7749 0,09 (0,03)
7816 0,05 (0,03)
7765 0,07 (0,04)
7971 0,07 (0,04)
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'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do ani@xor), peso dos pulmdes (Ppul),

rendimento do coracdo (Rcor) e dos pulmdes (RfRéjzdo F'ligacdo sugestivaPrimeiro
marcador:ADL0192 (155 cM no Mapa Consenso). Os efeitos de suligiituem negrito

foram significativos. EP: erro-padrao.
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Tabela 8 QTLs sugestivos mapeados na andlise Individual@lesirmaos maternos

Caracteristica Valor de F Posicao Marcadores Efeito de substituic&do
(cM)® flanqueadores (EP)

Familia 7810

PVv41 7,6 87 ADL0313MCWO0058 112,47 (40,88)
Familia 7816

Rcor 8,5 32 LEIO068-MCWO0289E 0,078 (0,03)
Familia 7971

Pcor 7,3 110 MCWO0058-LEI0071 0,76 (0,28)

'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do aoréRéor), peso dos pulmdes (Ppul),
rendimento do coracdo (Rcor) e dos pulmdes (RPRBzAo Filigacdo sugestivaPrimeiro
marcadorADL0192(155 cM no Mapa Consenso). Os efeitos de sulggtdlem negrito foram
significativos. EP: erro-padréo.

Discusséo

Este estudo teve como motivacdo os resultados awedNet al. (2006), que
identificaram QTLs no intervalo entre os marcad@Bd.0234 e LEIOO7XHo GGAL,
além de outros estudos que também identificaramsQidsta regido (Sewalen et al.,
2002; Kerje et al.,, 2003; Jennen et al., 2005). p¥esente estudo, o objetivo foi
melhorar a resolugcdo de mapeamento destes QTLSlo senprimeiro estudo de
mapeamento fino realizado nesta populacg@drisileira de galinhas. O GGAl é o
maior cromossomo da galinha, onde ja foram mapea@d8sQTLs dentre os 791 ja
descritos nos 39 cromossomos (http://www.animalgenorg/QTLdb).

A extensdo do mapa de ligacdo da regido estudadGdd aumentou de 82,3
cM (Nones et al., 2005) para 110,8 cM (ou 37,78 Miexo I), enquanto que no mapa
Consenso (Schmid et al., 2005), esta regido equaé@l cM. Houve diminuicdo do
intervalo médio entre os marcadores de 9,2 cM (bBlateal., 2005) para 7,4 cM no

trabalho atual.
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Figura 5 - Mapa de ligacéo da regidao estudada dAlGem os respectivos marcadores
microssatélites em cM (centiMorgans) e a indicad@posicdo dos QTLs significativos
e sugestivos’] mapeados pelas diferentes andlises. Entre pae&ntépo de andlise
utilizada. P= paternos e M= maternos. C= andlisgita. O primeiro marcador foi o
ADLO0192posicionado a 155 cM no Mapa Consenso (Schmit,&20D5). Em italico e

sublinhado: QTLs mapeados no estudo de Nones 208I6).

Ao se comparar o mapa EMBRAPA (Nones et al., 2@05) o deste trabalho,
nos quais foram utilizados a mesma populacdo e mimMe animais, porém seis
marcadores adicionais, obsess& que ndo houve inversdo de marcadores. No entanto

houve inversao de varios marcadores em relacdcapa @onsenso da galinha (Schmid
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et al., 2005), que foramADL0192-LEIO068/MCW289E, MCWO0353MCW0297 e
MCWO000#4~ADL0319 O menor espacamento obtido foi de 0,9 dMICW0018e
MCWO0007)que equivale a 0,31 Mb ou 310.000(pmexo I). O maior espacamento foi
de 28,8 cM ou 9,82 Mb (Anexo I) entre os marcadtue146 e LEIO174 Mesmo
com a adicao de dois novos marcadores nesta r@gi@d/0353 e ADL0364nhenhum
deles foi posicionado no intervalo enttEl0146 e LEIO174 e este permaneceu com
guase 30 cM.

De acordo com Schmid et al. (2000), o centromerds@A1 esta localizado
entre os marcadored_VE1 (204 cM no mapa Consenso) e o g&#PDH (241 cM).
Adotando a relacdo de 1:0,341 (cM:Mb) para o GGAd4,genoma, este intervalo
corresponde de 64,1 a 75,7 Mb. Segundo Galkind. R@06), o centrdbmero esta
localizado entre os marcadotd€W0112(205 cM ou 61,6 Mb) €EI0101(259 cM ou
75,3 Mb). No atual trabalho, o intervalo entre carecadored. EI0146e LEIO174 esta
posicionado aproximadamente entre 67,4 a 77,2 MiexXé 1), compreendendo a
regido do centrébmero, segundo os autores citados.

O centrbmero é uma constricdo primaria que divideranossomo em dois
bracos e influi no movimento durante a divisdo legluPlantas e animais possuem
sequéncias altamente repetitivas nos centromeomsp ®@s DNA o satélites, o que
confunde até os mais poderosos métodos de mapeaiitatikoff et al., 2001). As
regides de centromero foram omitidas pelo Projeémdga Humano devido a sua
natureza repetitiva e esperada escassez de gepesarAde estas regifes serem
freqientemente consideradas dificeis de sequemci@gsafio ndo é o sequenciamento

propriamente dito, mas sim a montagem das seqéraéxido ao elevado grau de
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homogeneidade entre as muitas centenas ou millteresOpias de uma sequéncia
repetida (Rud e Willard, 2004).

Wicker et al. (2005) estudaram as sequiéncias teastno genoma da galinha e
observaram que os pequenos cromossomos possuerganase menor quantidade de
sequéncias repetitivas que os grandes cromoss@&nofiguns casos, a densidade de
sequéncias repetitivas aumenta nas regides proxasmsentromeros e telomeros. Os
autores também afirmaram que muitas das sequUérrepstitivas nao foram
representadas no genoma da galinha publicado (8chktnal., 2000), e isto inclui
regides centroméricas. Por isso, o intervalo deacde 30 cM, entre os marcadores
LEIO146 e LEIO174 que esta localizado na regido de centrdmero dmassomo,
talvez seja maior do que a relatada nos mapa®dgisMuitos genes estdo localizados
neste intervaloL(EI0146LEI0174) Um levantamento feito no banco publico de dados
GenBank(NCBI, 2008) revelou 117 genes nesta regido no genomagddas dGF1,
PTN (pleiotrophin, MTPN (myotrophir), ADIPOR2 (adiponectin receptor )2
JARID1A entre outros.

Os QTLs para PV35, PV41l, Pcor e Ppul foram mapeagenas em um
intervalo de marcadorekKEI0146LEI0174) na analise de,FIsso sugere possivelmente
a presenca de somente um QTL com efeito pleiotppig seja, atuando no controle de
varias caracteristicas. Porém, a possibilidadeedmsvarios QTLs ligados nesta regido
ndo pode ser descartada, devendo ser testada caéliseanenvolvendo mdultiplas
caracteristicas simultaneamente. Nones et al. j20@@earam QTLs para as mesmas
caracteristicas, porém em diferentes posicoes r@igu O QTL para Pcor foi mapeado
no intervalo entrd.EI0146LEI0O174 enquanto o QTL para Ppul foi mapeado entre

MCWO0297e LEIO146 e os QTLs associados ao PV35 e PV41 foram mapeautoe
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LEI0O068 e MCWO0297 intervalo proximo ao obtido neste estudo (FidghiraQuando se
compara os intervalos de marcadores dos QTLs mapgrmt Nones et al. (2006) com
0s mapeados no trabalho atual, obsaergue ndo houve reducédo dos intervalos.

Os IC variaram de 13 a 97 cM, que corresponde@al 38,07 Mb (Anexo I). A
proporcao da variancia fenotipica total naafibuida a um QTL variou de 3,2 a 4,3%,
engquanto que Nones et al. (2006) obtiveram valeeeselhantes, de 1,3 a 4,0% para 0s
QTLs mapeados para as mesmas caracterisiica®s os QTLs apresentaram efeito
aditivo positivo, indicando que os alelos que cofe maiores pesos vivos e pesos do
coracao e pulmdes séo originarios da linhagem de.co

Diversos QTLs foram mapeados com andlise den& GGALl, entre os
marcadoresADL0234 e LEIOO71 Sewalen et al. (2002) identificaram no GGA1l um
QTL significativo para peso as 3 semanas entre arcadored EI0068 (151 cM no
mapa Consenso 2005)L&10046(169 cM) e um significativo para peso as 6 semanas
entre LEI0146 (169 cM) e MCWO0018 (205 cM). Onze QTLs foram mapeados no
intervalo entreMCWO0010 (72 cM) e ADL0019 (122 cM) para caracteristicas de
crescimentpsendo um de grande efeito que explicou 21,6% d@éna@a fenotipica
(Kerje et al., 2003). Jennen et al. (2005) iderdifam QTL para peso vivo as 7
semanas entfdCWO0018(205 cM) eMCWO0058(241 cM). Todos estes QTLs relatados
foram mapeados proximos ou dentro da regido estudgdyura 2), indicando a
importancia desta regido e, a presenca de gernmEmeEs/eis por estas caracteristicas.

Os mesmos QTLs mapeados no presente estudo ndsesn@lonjunta e
Individual de meiosrmaos paternos foram mapeados por Nones et &6)208lo atual
estudo, na anadlise Individual (familias 7716 e J8&izam mapeados dois QTLs

sugestivos para Rpul, que nado tinham sido detestatteriormente (Nones et al.,
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2006). Alguns QTLs foram mapeados no mesmo inteyyamo foi o caso do QTL
para Pcor e Ppul (Conjunta e Individual). Ja os péra pesos vivos foram mapeados
em outros intervalodMCWO0018ADL0150e ADL0150-ADL031R Os QTLs mapeados
na familia 7716, para PV35, PV41l e Ppul explicamenca de 15% da variancia
fenotipica total.

As analises dentro de familias (Individual) indararque os principais QTLsS
estdo segregando em apenas uma das familias deim@os paternos (familia 7716),
onde cinco QTLs foram mapeados (Tabela 6), enquau¢ona familia 7822 apenas
dois foram mapeados (Tabela 6) Isso também foctite no estudo de Nones et al.
(2006), confirmando a importancia da primeira faniA analise Individual parece
refletir, em alguns casos, os resultados da an@bsgunta.

Nas duas analises de meiosdos maternos, Conjunta e Individual, foram
mapeados apenas QTLs sugestivos, provavelmentagoorpoder de deteccédo de QTLs
€ menor em funcdo do namero de individuos ser neaigzido. As familias 7810 e
7971 estédo segregando QTLs tanto na analise In@ividomo na Conjunta. Na Figura
5 podese observar que todos QTLs mapeados estéo loaadizad trés intervalos de
marcadores. Os QTL sugestivos para Pcor mapeadosamaises de meigsnaos
paternos (7716) e maternos (7971) foram posiciohadointervalos adjacentes.

Com esta analise pode complementar os resultados obtidos com as outras
analises. A familia 7716 é importante, conforme deidenciado pelos resultados da
analise de meiesmaos paternos. Este macheg 716 foi acasalado com as fémeas
7810 e 7978 (Tabela 1). Na analise de meios-irmé&ernos, as fémeas 7810 e 7971
revelaramse como as mais importantes. Analisando estestadesl em conjunto, 0s

casais It 7716 x 7810 e 7822 x 7971 sdo merecedores de tigaedo mais
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aprofundada. Tudo indica que os QTLs estdo segiegaas progénies destes dois
casais, e, por isso, os estudos de identificacgootimorfismos em genes candidatos
deveréo ser focados nestes animais.

As caracteristicas que foram associadas aos QTlpeadas neste trabalho,
como peso Vvivo, peso do coracdo e dos pulmdes esd@xtdema importancia para a
avicultura. Os frangos de corte vém sendo seledmmam programas de melhoramento
para elevado peso vivo, conversdo alimentar, rezitionde carcaca e partes nobres, o
gue vem resultando em um substancial aumento oaigdatle de crescimento. Porém,
0s Orgaos vitais, como o coracdo e os pulmdesngsdinhagens de corte apresentam
um tamanho relativo reduzido quando comparados @smde linhagens de postura.
Estas limitacdes anatdmicas e fisioldgicas da lEigéio sangilinea nos pulmdes e
coracao tém levado os frangos de corte a sindrenfepaértensédo pulmonar, que pode
resultar em grande acumulo de fluido na cavidadi®@amal, quadro este denominado
de ascite, conduzindo o animal a morte ou a comdende carcaca (Rosario et al.,
2004; Hassanzadeh et al., 2005).

Avaliando linhagens comerciais de frangos de cdeeacordo com os trabalhos
de Rance et al. (2002) e Gaya et al. (2004), atabéidades estimadas para peso do
coracado foram moderadas, com valores de 0,30+0M88x0,04, respectivamente. Ja
na populacdo Fda EMBRAPA as herdabilidades para peso do coragdms pulmdes
foram baixas, com valores de 0,11 e 0,10, resautwte (Ledur et al., 2006). Estes
resultados sao interessantes, pois demonstram )gste &ariabilidade genética que
pode ser explorada com o intuito de selecionar aweas maior peso de coracéo. Isso
pode favorecer a obtencdo de hibridos comercias sgjam mais resistentes a

incidéncia de desordens metabdlicas (Gaya et @6)2@ortanto, os pesos do coracao e
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dos pulmdes devem ser utilizados como critério decdo nos programas de

melhoramento genético. Adicionalmente, os QTLs radpse para peso do coragao e
pulmdes neste trabalho poderdo ser utilizados paelecdo de genes candidatos por
posicdo e funcdo, favorecendo a identificacdo deeggesponsaveis pelo controle

destas caracteristicas.

A adicdo de seis marcadores microssatélites pernaibinfirmar os QTLs
mapeados por Nones et al. (2006), embora todos @alLanalise deRenham sido
mapeados no maior intervalo do mapa de ligacdcdabz 30 cM), onde esta localizado
o centrbmero do cromossomo. Nao foi possivel redagiintervalos onde foram
mapeados estes QTLs. As diferentes analises catatupermitiram selecionar apenas
dois casais, que devem ser alvo dos proximos trabalEste estudo possibilitou
restringir a busca por genes candidatos respors@edhs caracteristicas analisadas,
para dois casais;Fe uma regido de 28,8 cM (9,82 Mb) no GGA1, ondstem 117

genes descritos em bancos de dados (NCBI, 2009).
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RESUMO

O genefator de crescimento semelhante a insulina tipdl@F1) tem sido
intensamente estudado, pois esta associado continoeeso, proliferacdo e
diferenciacdo dos musculos, cartilagens e ossgen@Jumonji, dominio interativo 1A
rico em AT(JARID1A esta relacionado com modificagbes da cromategylacido da
transcricdo e proliferacéo celular, diferenciac@olar e desenvolvimento embrionério.
O presente trabalho teve como objetivo buscar mofismos nestes dois genes e testar
a associacao dos polimorfismos e de seus hapl&tigrospeso vivo, peso do coragao e
dos pulmdes na galinha. Para a identificacdo dienpdismos foram utilizadas aves
oriundas da populacéo experimentalde Embrapa Suinos e Aves, pertencentes a duas
linhagens parentais distintas: seis machos TT gragt seis fémeas CC (postura).
Também foram avaliadas dez aves TC pertencentegracdp k Seis regides
compreendendo introns e/ou exons de cada um dcss ¢BR1 e JARID1A foram
amplificadas e seqlenciadas. Quatro polimorfism®aima Unica base (SNP) foram
identificados numa regido de intron t6F1 e nove polimorfismos em seis regides
distintas gend ARID1A quatro dos quais, em exons. Dois polimorfismos,de cada

gene, foram selecionados para a genotipagem deaté$ k. Os polimorfismos
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47920G>A [GF1) e 34208C>T JARID1A foram associados com peso vivo aos 41
dias de idade e peso do coragdo. As interacfes »eg@ndtipo do polimorfismo
34208C>T e sexo x dipldtipos (combinacdo dos gpoétidos dois polimorfismos)
foram também associadas com PV41. O alejmo@e estar envolvido com a diferenca

Nno peso vivo aos 41 dias de idade entre machoaeate

Palavraschave: fator de crescimento semelhante a insupoalt (IGF1),frango
de corte, polimorfismos de base Un{8&IP), JARID1A

ABSTRACT

The insulinlike growth factor genelGF1) has beenntensely studied because it
is associated with growth, proliferation and diffietiation of muscle, cartilage and
bones. TheJumonji, AT rich interactive domairlA (JARID1A has been related to
chromatin modifications, regulation of transcriptio cellular proliferation and
differentiation, and embryonic development. Thesprd¢ study had the objective of
searching for polymorphisms in these two genes tasting the associations of the
polymorphisms and their haplotypes with body weidigart and lungs weights in the
chicken. For the identification of polymorphismsethhickens from the ;FEmbrapa
Swine and Poultry experimental population belongimgwo lines were used: six TT
(broiler) males and six CC (layer) females. Ten drickens from the fFgeneration
were also evaluated. Six regions including exordd@nintrons in each ged&F1 and
JARID1Awere amplified and sequenced. Four single nucdegiolymorphisms (SNP)
were identified in an intron region d6F1 and nine polymorphisms in six distinct
regions ofJARID1A four of which in exons. Two polymorphisms, onenfreach gene,
were chosen for genotyping 165 €hickens. The polymorphisms 47920G>&EL)
and 34208C>TJARID1A were associated to body weight at 41 days ofaegkheart
weight. The sex x genotype of polimorfism 34208C=hd sex x diplotype
(combination of genotypes from the two polymorplsgmnteractions were also
associated with body weight at 41 days of age. Chadlele may be involved with the

difference of body weight at 41 days between matesfemales.

Key words: broiler, insulin-like growth factor 1GF1), JARID1A, single-
nucleotide polymorphisrSNP)
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Introducao

Com o auxilio de técnicas de genética moleculaR(P€hzimas de restricao,
sequenciamento, entre outras), o progresso gengtide ser facilitado, permitindo a
introgresséo de alelos favoraveis (Mackay, 2001gurs fenotipos sdo causados pela
variacdo de um unico nucleotideo, outros sdo cagspor multiplos nucleotideos em
um unico gene ou, ainda, por multiplos nucleotidégados em genes proximos
(Glazier et al., 2002). A frequiéncia de polimorfaside base Unica (SNPs) na galinha
varia de 1 a cada 138 a 640 bp (Schmid et al., )2@G5variagbes mais comuns s&o
CoT e A—G. No banco de SNPE€hicken Variation Databas¢ChickVD, 2009)
existem cerca de 3,6 milhdes de SNPs descritog.843 no cromossomo 1.

Em uma populacdo experimental brasileigad€& galinhas, Nones et al. (2006)
mapearam diversos QTLs entre os marcadoEd8146e LEI0174do GGAL peso do
coracao (analisey); peso aos 35 dias e peso do coracao e dos putmides sem ajuste
(meiosirméos paternos). Com o objetivo de refinar esté&Qutilizando o mesmo
namero de animais, porém, um maior nimero de mareadforam mapeados QTLs
neste mesmo intervalo associados com peso viv@a@s41 dias, peso do coracéo e
pulmdes (analise J- e peso do coracdo e pulmdes (maiogios) (resultados ndo
publicados). Esta regido de cerca de 30 cM ou &y8éMambém, onde esta localizado o
centrdmero do cromossomo (Schmid et al., 2000; iGalkt al., 2006), além de 117
genes (NCBI, 2008).

Dessa forma, o gerfator de crescimento semelhante a insulina tip@GF1)
foi selecionado para este estudo por ter sido ndmpaal66 cM no GGA1l no mapa
genético de machos da popula¢gast Lansing(ARKdb, 2006), entre os marcadores
LEIO146 e LEIO174 (Klein et al.,, 1996). Além disso, o gerl&Fl1 tem sido
intensamente estudado, pois esta associado comeliagmacoes fisiologicas:
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo dos mdscicartilagens e ossos (Kelly,
1990; Florini et al., 1996; Duclos et al., 199%timulacdo da eritropoieg&chmid,
1995), proliferacdo das células satélites do tecidescular e sintese de proteinas
(Machida e Booth, 2004). GGF1 é um gene candidato por posicdo e funcédo para
crescimento e deposicao de gordura em funcdo das @iBpeados na regido onde o
gene esta localizado. Possui 48.429 pares de Hetebuidos em quatro exons e trés
introns e a proteina correspondente é formada p®maiinoacidos (NCBI, 2008). Um
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polimorfismo na regido promotora deste gene fobeaslo com caracteristicas de
crescimento, composi¢cdo corporal e oOsseas (Zhoal.et2005). Adicionalmente,
haplétipos envolvendo trés SNPs, identificados Bian et al. (2008) em regibes de
exons ddGF1, foram associados com peso Vvivo e peso da carcaca.

J& o gendumoniji, Dominio interativo 1A rico em AT (JARID1fA) escolhido
por sua localizagdo (entre os marcaddrE$0146 e LEI0174 no GGAL) e funcdes
relacionadas a proliferacdo celular (NCBI, 200&)sdvi 48.523 pb distribuidos em 28
exons e 27 introns e a proteina correspondenteermoiit691 aminoacidos (NCBI,
2008). Suas possiveis fungdes em humanos sdo:icagdés da cromatina, regulacéo
da transcricdo e proliferacdo celular, diferenmac@lular, supressédo de tumores e
desenvolvimento embrionario (NCBI, 2008). Ja ford@scritos 275 polimorfismos na
galinha (NCBI, 2009), porém, ndo existem estudosasiociacdo de polimorfismos
deste gene com caracteristicas de interesse pareugtura.

Portanto, este estudo objetivou identificar polifisonos nos gene$GFl e
JARID1A, localizados numa regido do GGA1, onde foram mapealiversos QTLs
para pesos Vivos e pesos do coracdo e pulmbewmedesssociacdo dos genaotipos e dos

dipl6tipos com caracteristicas de crescimento.

Material e Métodos

Foi utilizada a populagdo experimental desenvolyieia EMBRAPA Suinos e
Aves (ConcérdieSC), a partir do cruzamento de machos de uma lathage corte
(designada TT) e fémeas de uma linhagem de poed@l@). Estas linhagens se
originaram de racas diferentes e foram selecionddascordo com critérios distintos,
conforme detalhado por Figueiredo et al. (200383B)) Seis machos TT e seis fémeas
CC foram acasalados para formacgao da geragddsFaves foram mantidas em gaiolas
individuais, com controle deedigreee os ovos foram identificados para possibilitar o
anelamento da geracde FC. Para a formacao da segunda geracg®CHC), foram
selecionados trés machos e sete fémeaSdéla macho fecundou trés fémeas, por meio
de inseminacéo artificial, evitand® acasalamentos entre parentes. Foi gerado um tota
de cerca de 100 aves por familia de Fem 17 incubacdes, totalizando cerca de 650
aves . As aves foram criadas como frangos de cortepsswd racéo a base de milho

e farelo de soja e agua a vontade. Foram mantiddsoges coletivos até os 35 dias de
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idade quando foram realizados a pesagem e o alofareen gaiolas individuais até os
41 dias.

Para a identificacdo de polimorfismos nos dois g@aadidatos foram avaliadas
apenas as aves das geracdes parental perkencentes as mesmas sete familias de
irmaos completos utilizadas no estudo de mapeanigmtale QTLs: seis machos TT
(corte), seis fémeas CC (postura), além de dezRvES. Para a genotipagem das aves
F,, foi utilizado um total de 165 animais, pertenesnt duas familias de irméos
completos. Estas duas familias foram selecionadasfumcdo dos resultados de
mapeamento fino de QTLs, levando em consideracamaléses de 4 meiosirmaos
paternos e maternos (conjunta e individual), orgleesultados indicaram que os QTLs
estdo segregando nas progénies destes dois casais F

As caracteristicas avaliadas foram: peso vivo &&¥35) e 41 dias de idade
(PVv4l), peso do coracdo (Pcor), peso dos pulmdpsl)(POs rendimentos foram
calculados da seguinte forma: rendimento do corgB&or= 100*Pcor/PV42) e dos
pulmdes (Rpul= 100*Ppul/PV42). O peso vivo aos 45 dPV42) foi medido apds
jejum de 6 horas e transporte para o local de alsetedo utilizado apenas para o
calculo dos rendimentos. Os pesos do coracao edpslfioram medidos aos 42 dias de
idade, imediatamente apos o abate. Amostras deisatgs aves de todas as geragdes
foram colhidas em tubos contendo EDTA (10%) e aemadas enfreezera-80°C. As
extracdes de DNA foram realizadas com sepirmease(Proteinase R, Promega) ou
com detergente de guanidina (DNAZolnvitrogen). O DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro (HITACHI, modelo-R0000) e as amostras foram diluidas para uma
concentracéo padronizada der@PDNA pL™.

Dois genes candidatos por posicdo e por funcdadiga foram escolhidos
através da pesquisa no banco publico de dados NZBB): IGF1 e JARID1A.A
regido de cerca de 30 cM, onde foram mapeadossowe®TLs num estudo de
mapeamento fino (resultados ndo publicados), estdizada no cromossomo 1 entre 0s
marcadore&EI0146e LEIO174(Figura 1).
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Figura 1- Mapa de ligacdo da regido estudada do GGAL. Aicegidicada pela seta
representa a regido gendmica de estpala a escolha dos dois genes candidatos O
primeiro marcadoADL0192foi posicionado a 155 cM no Mapa Consenso (Sclehid

al., 2005).

Seis pares dprimersforam desenhados para cada gene com base emsrdgite
exons e/ou introns, com 20 bases cada um, conuiboirtte amplificar regides de 650 a
800 pares de bases (Tabela 1). Para isto, paetias seqiiéncias disponiveis no banco
de dados NCBI (2008), utilizanese o program#&rimer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). A
qualidade dosprimers desenhados foi analisada com o prograMetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer), consigledese a formacéo de dimeros e
hairpins a temperatura de anelamento e contetdo de CG (%).

Os primersforam diluidos na concentracdo de 2 pmol‘pém seguida, foram
otimizadas as condicoes de amplificacdo de PCR, meio de gradientes de
temperatura. Para cada reagao, com volume fina0@é, foram adicionados 1L de
DNA gendmico (2g pL") a 40pL do mix de reacdo composto pelos reagented: 5
de tampéo 10x (50 mM de KCI, 10mM TFHECI pH 9,0), 2uL de MgCh (50 mM), 2



83

uL de dNTP (10 mM), 5uL de cadaprimer (2 pmol pL%), 0,6 uL (1U) de enzima
Platinunf Tagq DNA polimerase (Invitrogen) e Agua ultrapura pammpletar. A
amplificacdo dos fragmentos dos genes foi realizzma desnaturacao inicial a 95°C
por um minuto, desnaturacdo a 95°C por um minutelamnento por um minuto com
temperatura especifica para cada papudmer (Tabela 1), extensdo a 72°C por um
minuto e extensao final a 72°C por dez minutosamautilizados 30 ciclos. Os produtos
da PCR (1uL) foram aplicados em gel de agarose (1%) paraaiimcdo do tamanho

dos fragmentos.

Tabela 1- Primersutilizados para amplificar fragmentos dos gd&dsl e JARID1A

Gene/Primelpb)* Localizacd6 Seqiiéncias dqgimers(5-3") TA® (°C)
IGFL/A (703) Elell D: TCTCTAAATCCCTCTTCTGT 60
R: ACCAAGCAAATGCAACAGTG

IGF1/B (839) E2el2 D: CACTGTGTCCTACATTCATT 50
R: CAAACTAAAACGCAGCAAAGG

IGF1/C (711) E3el3 D: CGCTTACACCACAAGGGAAT 60
R:
TGGAGAACACACATATTAAACATTGA

IGF1/D (701) I3e E4 D: GCCCTCTTGATTTGCTTGTC 60
R: TTCTGTTTCCTGTGTTCCCTCT

IGF1/E (722) 12 D: CACTGAGATTACTGGAAAAC 60
R: TTGTGCAGCTCTCAGGAATG

IGF1/F (720) 13 D: GGTTACATTTCTTTTTCTCA 52
R: GGAGCATTTTGGCAGAAGAA

JARIDlA/A(673) Elell D: CGAGAAAACGGGCATCTG 60
R: CACAGAGCGAGGCATCATAA

JARIDlA/B(707) El4 e 114 D: GGAAAGTGGGTGGTGAGAGA 60
R: TAATGCTTACACAATACCTA

JARIDlA/C(695) E28 D: TGGCTGCGATGAGTGGTTTC 60
R: AGTAGTGTTAGCCGCCTGGA

JARIDlA/D(749) E21/22 e D: CCTACCTGGAGCAACTGGAG 62
R: ACTTCCCTCTACTTCCACTGC

121/22

JARIDlA/E(?ZO) I5 D: CTTCATGTCATTCTGTGCTTG 50
R: CGGCTATGTGAGTAGGCTGA

JARID1A/F(688) E25, 125 e E26 D: GACAATGCCAGCGTAAAATC 60
R: CAGAGGGTGGATGAGTAGCC

Tamanho do fragmento amplificad&: exon. I: intron®Temperatura de anelamento. D: direto.
R: reverso.
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As amostras de DNA dos doze animais parentais é~déaram amplificadas
utilizando cada um dos doze parespdieners desenhados. Em seguida, foi realizada
uma prépurificacdo dos produtos da PCR, que consiste tirada dosprimers e dos
nucleotideos nao incorporados, para obtencdo deéései@s de melhor qualidade.
Utilizou-se 0GFX 96 PCR Purification Kit(GE Healthcare). Apés a pparificacéo, 1
uL das amostras foram submetidas a eletroforeseedrdegagarose (1%), juntamente
com 2uL do padrdo de peso moleculasw DNA Mass™ Laddefinvitrogen) para a
verificagdo da concentracdo do produto amplificado.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas d¢inRig Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reacliq\pplied Biosystems). Para cada reacdo foram
utilizados: tampa®ave Moneyprimers(direto e reverso separadamentd},Big Dye,
agua ultrapura e DNA. As condi¢bes foram: desnefiraa 95°C por 20 segundos,
anelamento (temperaturas descritas na Tabela I)5eegundos e extensdo a 60°C por
um minuto, totalizando 25 ciclos. Foram preparadizas reacfes de sequenciamento
para cada individuo, uma utilizandopamer direto e outra aeverso. Estas reacdes
foram purificadas com a adicdo de isopropanol, attenformamida. Depois foram
desnaturadas a 95°C por cinco minutos, resfriaglageto e aplicadas no sequenciador
automaticoABl PRISM 3100 Genetic AnalyZgipplied Biosystems).

Para a deteccao dos polimorfismos, as sequénciascteotideos dos individuos
das geracdes parental ¢ fBram analisadas e alinhadas com o auxilio dogranoas
Phred (Ewing et al., 1998)Phrap (http://www.phrap.org) eConsed(Gordon et al.,
1998). O programBhredanalisa os arquivos de cromatogramas das seqé@fitidas,
determinando o0s nucleotideos. Para a montagem egi%érxcias foi utilizado o
programaPhrap e para a visualizagéo, andlise e edicdo, o pragfaomsed Apos a
analise das sequéncias, elas foram alinhadas @amilio do program®ioEdit (versédo
7.0.9.0., Hall, 1999), juntamente com a sequénemdnica utilizada para o desenho de
cadaprimer, com o intuito de comparar os polimorfismos en@tis com a sequéncia
gendmica do NCBI (2008¥oi utilizada a op¢a€lustalW Multiple Alignmenpara o
alinhamento.

Depois de confirmados os polimorfismos nas avesnpais e I; dois deles, um
de cada gene, foram selecionados. A escolha damgésmos foi feita a partir da

andlise de segregacdo dos SNPs identificados aw Idas geracdes parental ¢ F
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observandese também quais familias foram pelo menos parcideneformativas
(gendtipos heterozigoticos). Esta escolha foi itacih pela reconstrucdo dos haplétipos
dos treze polimorfismos identificados nos dois gg@aexo Il). A escolha das familias
foi realizada por meio dos resultados das anatisesrapeamento fino de QTLs, @&
meiosirmaos paternos e maternos) (resultados néo pdbkga

As genotipagens das avesgara os dois polimorfismos escolhidos foram feitas
através da PCR em tempo real, utilizaiséoo equipamentioightCycler 480 System®|
(Roche), pelo métod&ndpoint Genotypingcom o formato de deteccdaual Color
Hydrolysis Probe que é o ideal para utilizacdo de sondemMarf (Applied
Biosystems), permitindo a identificagdo de difeesnigendtipos (homozigoticos e
heterozigéticos)TagMarf é uma sonda utilizada para detectar sequénciasifisps
nos fragmentos de DNA amplificados por PCR. Os @&l da reacdo sédo detectados
pela fluorescéncia gerada apdés a atividade de elease 5-3' da Taq DNA
polimerase. Durante a PCR em tempo real, a sbad®arf hibridiza com a seqiiéncia
da fita simples de DNA complementar alvo da angaiggo.

O desenho das sonddmgMarf e primers foram realizados pela empresa
Applied Biosystems. Para tanto, foi necesséario wicemlas sequéncias genémicas
formatadas, onde estavam presentes os polimorfijsutitigandese o programéile
Builder (versao 3.0, Applied Biosystems, disponivel em
http://www.appliedbiosystems.com.br).

Para cada reacdo com volume final dgulLlOforam adicionados fuL de DNA
gendmico (20ng pL'), 5 pL de TagMarf Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), composta por: tampampliTag Gold DNA PolymerasémpEras®
uracil-N-glycosylas¢UNG) e dNTPs, e 0,2fL de CustoniragMarf SNP Genotyping
Assay (Applied Biosystems), que inclyrimers e sondas marcadas com as
fluorescéncias VIC e FAM e 3,741l de agua ultrapura para completar. As condi¢des
incluiram: préincubacdo, amplificacdo e resfriamento. A etapapd@&incubacao
consistiu de 50°C por dois minutos com taxa de sadw® 4,40°C/s para ativagcado da
UNG e, em seguida, 95°C por dez minutos a 4,4(f&6sa ativacdo dampliTag Gold
DNA PolymeraseA amplificacdo consistiu de 45 ciclos: desnatéoaga 95°C por 15

segundos a 4,40°C/s, seguida do anelamento a 80%@rpminuto com 2,20°C/s, e por
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fim a extensédo a 72°C por um segundo a 4,40°Crtesfiamento foi a 40°C por dez
segundos a 1,50°C/s.

A analise dos gendtipos dosfbi realizada através daghtCycler 480 software
1,5 (Roche), onde foi utilizada a opc&mdpoint GenotypingEm todas as corridas
foram empregados controles negativos junto conmasias a serem avaliadas.

A reconstrucao dos haplétipos foi realizada maneatm nas geragcbes P ¢ F
das sete familias estudadas para todos os polsmu$ identificados (Anexo Il). As
freqiéncias genotipicas dos polimorfismos, hapdétip diplétipos foram calculadas
com o auxilio do procedimento FREQ do SAS (2003)i €onduzido teste de
associagcdo entre os gendtipos dos polimorfismoglétigos com as caracteristicas
fenotipicas através de analise de variancia conRO® GLM do SAS (2003). O
modelo incluiu os efeitos fixos de incubacéo, sextamilia, além do genoétipo do
polimorfismo de cada gene candidato em questdoradgaente ou diplétipo
(combinacdo dos gendtipos dos dois polimorfismdajnbém foi incluida a interagéo
sexo X genotipo. A estrutura dos dados nao pernobasiderar as interacdes
envolvendo os efeitos de incubacdo e de familiaef@sos aditivos e de dominéancia
foram estimados através de contrastes linear erdfiza respectivamente, para 0s
locos com trés classes genotipicas.

Resultados e Discusséo

Num levantamento realizado no banco publico de sl&aioBI (2008), na regido
do genoma de 9,82 Mb do GGAL, foram identificad@3 fenes. Deste total, dois
genes foram escolhidos relacionados com caraatessiie crescimento. Foi realizada
busca no banco de dados NCBI (2008) das sequémferentes ao DNA gendmico
disponiveis para os gen#SF1 (GenelD 418090)e JARID1A (GenelD 418148) e
foram selecionadas as seguintddC 006088.2 IGF1: regido de 57.327.750 a
57.376.178 bases) e NC 006088JARID1A: regido de 62.358.975 a 62.407.497
bases). Além disso, 67 SNPsI@-1 e 275 naJARID1Aforam identificados no mesmo
banco publico (NCBI, 2008).

Apds o desenho doprimers eles foram conferidos utilizando a ferramenta
BLASTN (nucleotide blagt (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) parari¥iear se
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foram especificos para a regido escolhida, ou sgjando iriam amplificar outras
sequUéncias nao desejadas.

No gene IGF1 foram detectados quatro polimorfismos nas seisoesg
flanqueadas pelgsrimersdesenhados (Tabela 2). Ndo foram detectados pdikmos
nas regides amplificadas pelmsmers IGF1/A, BeE. Na regido de 711 pb flanqueada
pelo primer IGF1/C foi identificado um polimorfismo (Figura 2), nagigéo de 701 pb
flanqueada pel@rimer IGF1/D, dois polimorfismos (Figura 3) e na regido de pR0
flanqueada pel@rimer IGF1/Fum polimorfismo (Figura 4). Os quatro polimorfissno
identificados (39162C>G, 47792A>G, 47920G>A e 47281) estao localizados no
intron 3. Na regido flanqueada pgdamer IGF1/C nenhuma diferenca foi encontrada
em relacdo a sequéncia gendmica @enBank (NCBI, 2008). Ja nas regides
amplificadas pelogrimersIGF1/D e F, foram identificados 20 polimorfismos (Tabela

3, Figuras 3 e 4), dez para cada regido amplificada

Tabela 2 Polimorfismos identificados no intron 3 do géG&1

Primer Posicdo (pb)  Polimorfismo Designacao
IGF1/C1 39.162 GG 39162C>G
IGF1/D1 47.792 A-G 47792A>G
IGF1/D2 47.920 G-A 47920G>A
IGF1/F1 47.291 C 47291T>C

'Posicéo em relaco ao inicio do géBE1.

1 CGCTTACACCACAAGGGAATAGTGGATGAATGCTGCTTCCAGAGTTGTGAC 51
52 CTGAGGAGGCTGGAGATGTACTGTGCTCCAATAAAGCCACCTAAATCTGCE 103
104 GCTCTGTACGTGCTCAGCGCCACACTGATATGCCAAAAGCACAAAAGGTAG 155
156 CCAGGCCAAAAGACAAAAAGCTCTATTTTAGGAAAAGAAATTTATGTCAAG G 207
208 CTGGTAACTTAGCAAACAA[C—G]TAAAACCTCTTTCAAAAGAGAAATCAAA 255
256 CACTGAGTGTTTAAATACTCATTTATCCAGAAAATACTCACTCATCCTTCTIT 308
309 GTTAGGAAGAGGCAGATTGAGTGACTGACAGCTTTTCTGGTATTCTTCTCRE 360

361 TGTGTAAATGAACAAATCATTTTCTTCTTTCATCATTGTTTTGTCTTTTTATTT 414
415 ATTTTTTATTTACCAGAAGTAAATTAAATTGATAATTTAACTCCAGTCATT AC 467
468 ATACTTCATTTTAACTATTICAATGTTTAATATGTGTGTTCTCCA 511

Figura 2- Sequéncia consenso{%) gerada a partir do fragmento amplificado com
o primer C no gendGF1 dos individuos das geracdes parental e Beu respectivo
polimorfismo 39162C>G. A regido do exon 3 compreedd 1 até 150 bases. Os

primersestao sublinhados.
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1
52
105
158
207
260
309
362
414
466
518
570
623
677

GCCCTCTTGATTTGCTIGGTCACATCACTCTGATTATGAGAATACAAATGATT
TGGCTGCTGCTCCTGCAGTGAACCCACATATTTTAAAATTCTGCTAAAGGCT
TGTCCAACAAAAACCTTACCTACACATCTCATATGCAGCTTATGCGACATGTA
GGTAACAG[A—G]ATTTTGAAAACCTCTGCTCACTGGCTACTAAAGTCCAGAA
GGCTCCATAAAGCCTACAAACACAACTTTAAAGTTCCATTGGCCCCTCTG@AC
CCTGATTTTGCAAATGTCCTTGTTCTGAAAGAAAIG—A]JAAAATTTATGCTAC
CTAACTGTATGTCTAAGCCGSTCTAGGTTCCCGTACATAGAGGTTTCTTCTGC
CAAAATGCTCCAAAGTAACAGATTTGGTTGACTTTCTCCAAATATCATGCAT
ATGCAAAATTCAGTTATGTTGCAACTACTCAGATCAACAATGACAGCAATCA
AGATGTTTATACCTAGAAGAAGAGGAAAATTACAGTAGAAATTTTATGTAG T
CAAGTTCTCAGTGATCTGGCTGAAGAGCTCTAAGAATTCTAGCATTAAGSAT
AACTAATCTGTGTGGTCATATAGAACATTAAAATCTATCTAATCTAATTTT TA
TTTTTTATTTCTTATTTTTTTTACATCTTCAGGAAGTGCATTTGAAGAATACAA
GTAGAGGGAACACAGGAAACAGAA

51
104
157
206
259
308
361
413
465
517
569
622
676
700

Figura 3- Sequiéncia consenso{%) gerada a partir do fragmento amplificado com

o primer D no gendGF1 dos individuos das gera¢fes parental e $eus respectivos

polimorfismos: 47792A>G e 47920G>A. @simers estdo sublinhados, o exon 4

corresponde a 655 bases até o final da sequéeomregrito estdo os polimorfismos

em relacdo a sequéncia do NCBI (2008), acesso 6C3802.

1
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GGTTACATTTCT[T—»C]JTTTCTCAGGCTAAAATAGAGGACAGGTGCAGTGGCA
CATCTCCATACATATGCCTCACCTTTCTCAGTGAGATTTTATATTTTGTGATT
TCTTATGACAGCAGACACAATTTCTGTACAAAAAGAATTTCACTTCTGTTGA
GGACTATAAAAATAGAAAGTCATTTGTCAATTCTGCCTCTAGACCAGTAGAG
AATGGGTAGTTTGGAGTCCAGCTAATATTTACCAGCATGGTAAAGGAAGAAA
TCAAAAAGTTGAT ATAGTAACTTCTAGTGCTTCCAGAAACTAGCCTGAGAAT
GGAAAGACAGTAAACAGAGGGCATTATTAATTCCAAAGCCCTCTTGATTTGC
TTGTCACATCACTCTGATTATGAGAATACAAATGATTTGGCTGCTGCTCCTGC
AGTGAACCCACATATTTTAAAATTCTGCTAAAGGCCTTGTCCAACAAAAACC
TTACCTACACATCTCATATGCAGCTTATGCGACATGTAGGTAACAGGATTTT
GAAAACCTCTGCTCACTGGCTACTAAAGTCCAGAAGGCTCCATAAAGCCTAE
AAACACAACTTTAAAGTTCCATTGGCCCCTCTGCACCCTGATTTTGCAAATST
CCTTGTTCTGAAAGAAAGAAAATTTATGCTACCTAACTGTATGTCTAAGCCC
GTCTAGGTTCCCGTACATAGAGGTTITCTTCTGCCAAAATGCTCC

49
103
155
207
259
311
363
416
468
520
572
625
677
721

Figura 4- Sequéncia consenso {%) gerada a partir do fragmento amplificado com

o primer F no intron 3 do genk5F1 dosindividuos das geracdes parental,eefseu

respectivo polimorfismo 47291T>C. @smersestao sublinhados e em negrito estao

0os outros polimorfismos identificados em relacdsegiéncia do NCBI (2008),

acesso NC 006088.2, assim como a inser¢do (base 39)
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Tabela 3- Polimorfismos identificados no intron 3 do geliF1 em todos animais
parentais (TT e CC) e;KTC), utilizandese osprimersIGF1/D e F, que diferem em
relacédo a sequéncia gendmica do NCBI (2008), ad¢€s206088.2.

Primer Posicao (pb) Polimorfismo Designacao
IGF1/D 47.641 G 47641T7T>G
47.729 -C 47729T>C
47.732 A-G 47732A>G
47.751 A-T 47751A>T
47.779 G-A 47779G>A
47.955 A-G 47955A>G
47.959 G-A 47959G>A
48.036 -G 48036T>G
48.037 A-C 48037A>C
_______________________ 48193  ASG  48193A>G
IGF1/F 47.317 G 47317delecaol/insercao
47.399 C 47399T>C
47.551 A 47551T>A
47.730 -C 47730T>C
47.733 A-G 47733A>G
47.752 A-T 47752A>T
47.780 G-A 47780G>A
47.793 A-G 47793A>G
47.956 A-G 47956A>G
47.960 G-A 47960G>A

'Posicéio em relacéo ao inicio do géBE1.

No gene JARID1A foram detectados nove polimorfismos nas seis esgi0
flanqueadas pelgzrimersutilizados, sendo que quatro deles estdo em regidexons
(Tabela 4). Nao foram detectados polimorfismosrag&es amplificadas pel@simers
A e E. Na regido de 795 pb flanqueada pptomer JARID1A/Bforam identificados
guatro polimorfismos (Figura 5), um polimorfismo negido de 695 pb flanqueada pelo
primer JARID1A/C (Figura 6), trés na regiao de 749 pb flanqueada pamer
JARID1A/D(Figura 7) e um na regido de 688 pb amplificada pemer JARID1A/F
(Figura 8).

Os polimorfismos encontrados nas regides de exongethe JARID1A ndo
acarretaram alteragcfes nos aminoacidos e conseqimme na proteina. Isto foi
verificado utilizando a ferramentBranslate (http://ca.expasy.org/tools/dna.html), que
permite a traducdo da sequéncia de nucleotideosseatpiéncia de proteina

correspondente. Em seguida, foi realizada compardg&eqiéncia da proteina com a
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do genoma da galinha, através da ferrament@rotein  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As mud@s nos exons deste gene sao
sinbnimas, ja que nao alteraram os aminoacidolih@fismo 34208C>T esta numa
regido de exon traduzida, porém ambos os codomsspandem ao aminoacido leucina.
Apenas o polimorfismo 45962C>T esta na regido regtuzida do ultimo exon do gene
(Tabela 5).

Tabela 4 Polimorfismos identificados no gedARID1A

Primer Localizacao Posicdo  Polimorfismo Designacao
JARID1A/B1 El4 24.441 A-G 24441A>G
JARID1A/B2 E14 24.471 GA 24471G>A
JARID1A/B3 114 24.508 A-G 24508A>G
JARID1A/B4 114 24.528 GG 24528C>G
JARID1A/C1 E28 45.962 GT 45962C>T
JARID1A/D1 E21 34.208 T 34208C>T
JARID1A/D2 21 34.347 G->T 34347G>T
JARID1A/D3 121 34.344 T 34344C>T
JARID1A/F1 125 40.411 G->T 40411G>T

E: exon. I: intron!Posic&o em relac&o ao inicio do géARID1A

1 GGAAAGTGGGTGGTGAGAGAITGTCTCAAAATGTTTTGTCCCCAAATGATCA 52
53 ATGACAATGATTTTTGTAGCTTCCAATTGGACGTCAGTGTGTGAGTCACTAC 105
106 GAAGGCTTGGGCGTCATTGCGTTTTCTCCCATGAAGAACTGATCTTCAAGA 157
158 GGCTGCCGATCCAGAGTGCTTGGATGTTGGACTGGCTGCCATGGTCTGCEA 209
210 GAGATGACACTAATGATAGAGGA[A—G]GAAACACGCTTAAGGGAAACTGT 256
257 TGTGCA[G—A]JATGGTAAATAATGAAAAACAACTCTTTTACTTGCA Al A—G] 300
301 AGAAATTTTGCTCCCCTCCEL—GICTCTTTCCTTTCTGCTTTGCCTGGACTAGT 350
351 GTTTTTAACAGGTGCCTAATTTTTTTTTAAGGGAGTATTAATGTCTGAAGAAG 403
404 AGGTGTTTGAATTGGTTCCAGATGATGAACGTCAGTGCACAGCTTGCAGAR 455
456 AACGTGCTTCTTGTCAGCTCTTACGTGTTCCTGTAATCCCGAGCGCTTGE@IT 508
509 GCCTATACCACCCATCTGATTTATGTCCGTGCCCCATGCAGAACAAGTGCT 560
561 AAGGTATGCCAGCAGTTGTTTTTTTTCCCTTTCCAGATCAATAGTGTCTTGA 613
614 GACTGATAGCCAAATTTAACATTTGGCCACTCTTCTCTCTTCCTTTATTTANG 666
667 CAGTGCTTTTATCCTCTTTGTTTGATTCTTGGGTTCAAGGCAGAGGATATAT 719
720 ATGTATTCTGTCCTGACCTTATTTTAGCTGGAAAAACTCAACAATAAGTAATA 772
773 TCCTAGGTATTGTGTAAGCATTA 795

Figura 5- Sequéncia consenso {%) gerada a partir do fragmento amplificado com
o primer B no geneJARID1A dos individuos das geracdes parental; eeFseus
respectivos polimorfismos: 24441A>G, 24471G>A, B/BG e 24528C>G. Os
primers estdo sublinhados e as regides de introns corrdspo 171, 267381 e

564 bases até o final da sequéncia.



91

1 TGGCTGCGATGAGTGGTTTATCAGGTTTGCGTTGGCGTCTCTCCAGAAATG 53
54 GCTGAGAATGAGGATTACATCTGTATAAACTGTGCAAAGAAAACAATGCAG 104
105 GGACCAAGTAGCCCTGCTCATGCACCACCTCCTTCTTTCTTGTTGAGCTARA 157
158 ACTCCCAATGGAAGATCTTAAGGAGACAAGTTAGCAACTGCTCGATGTCTG: 209
210 AACTTGCTGAGAAATGGACCGCTGAAACCCCTACAGAAAGAGAGGGTTTGA 260
261 ATCTAATGTAGCCACTGAGCTTCACTTCCAAGGATGTACAGACCTGCAGCA 312
313 AGTTGGTCCCTTCCTTACAGCTGGCTTCCTTCATACAGCAGGGACGTCAAG 364
365 CACAGTGGTTCTGACTCATCTATGCAGACACCGCCTCATTAGGAGCTGCAG 416
417 CAGTGTTTTGACTTGAGTATTTCCATCTTTGAGAGTGGCTGTTE —-T]TCTTA 466
467 GAGACTGAGCTAACCCGAGGCTGTTAGATTAGACGCTTCAGGGTGTTAGAS 518
519 TCCATGTTGGCAGTGGAGCTGGCCTGGAATTGGTGGCACGGGCTGGAGCTT 570
571 TAGCCATACCAGGTTGCCCTAAGGAGGTTTTGGAAGTTAGCTTTTGCCTCC 623
624 CTGCCAACCCAGTGAGAAGGGCAGTGTCTTGAGAGAGTTCAGTTGTCTCCG 675
676 ATCCAGGCGGCTAACACTACT 696

Figura 6- Sequéncia consenso {%) gerada a partir do fragmento amplificado com
o primer C no exon 28 do gentARID1Ados individuos das geragfes parental e F

seu respectivo polimorfismo 45962C>T. @snersestao sublinhados.

1 CCTACCTGGAGCAACTGGARACTTATCTGCCAAAGGCCGCCCAATACCAGT 53
54 GCGCCTTGATGCCTTGCCACAGCTGGAGTCACAGGTAGCTGCTGCACGGGC 105
106 TGGAGGGAGCGCACAGGAAGGACCTTQL—-T]TGAAGAAGAACTCAAGCTA 152
153 CAGTCTGTTACAGGTAAGCAGTAAGTGTCAGACTTCAGAAATGGGTCTTGA 204
205 TCTTCTGCAGTCTGGAAGACACAACAGATTATCTAATTCCATTTGATAAGCT 256
257 AGAATGTAATAAGCT[ G—-T]CAGCTGAACTCAGGTGAGAAGAACAAAAAAG 303
304 ACAAGTCTGTGTTTGGCTATGCTTGTTTTGTGTATAAGCAACCTCAACTGTG 356
357 CTTTTTAAGAAA[C—HTJAGATTAAACCTCTAATTCTTGGCAGTAACAGTGTAA 405
406 GTTTTCTTGGTTACAGGTTCTGAGCCCTCGCACTGATATTGGTGTTTATGSA 458
459 GCAGTAAGAATAGACGGAAGAGGGCAAAGGAGTTGATGGAGAAGGAGAAG 508
509 GAAAAAGATCTCGATTTGGAATCCCTAAGCGAGCTGGAGGATGGGCTGGAG 559
560 GAGGCCAGAGACACTGCAGCTGTGGTAAGGAGCATTGAAAGGTAGTGTCTC 610
611 CTGATACGTGGATTTAATTTCTCTAATCTGTGTAAAAATACAGGAAATCTGA 662
663 TAATTAATTTTGCTGAAACAAATATCTAACGACATTGGCACAGTAATATAG T 714
715 TTTTTTTTTTTTTTTGCAGTGGAAGTAGAGGGAAGT 750

Figura 7- Sequéncia consenso {%) gerada a partir do fragmento amplificado com
o primer D do geneJARID1A dos individuos das geragbes parental;eeFseus
respectivos polimorfismos 34208C>T, 34347G>T e 343T. Osprimers estdo

sublinhados e as regides de introns correspondEsb até 421 e 584 até o fim.
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1 GACAATGCCAGCGTAAAATCTTCTAGCAGCTTAGAACCCAATTTGTTTTGTG 53

54 ACGAGGAAATCCCCATTAAATCAGAGGAAGTGGTGACACATATGTGGACTG 104
105 CTCCCTCGTTCTGTGCCGAACACGCGTATTCATCTGCTTCTAAAAGCTGAT 157
158 CAAGGTATCTGCTTTCCTATGCATTGGGATAAAATTGGACAACTGGAGTGAS 209
210 CAATCAGAGAGCAAGAGAGGAACTATTCTTGTTGCCTCTGCTAGATGTAGAS 261
262 GATATGGTCTCTGTAAGAAGGTACAAGAGAGTAACAGTACAGTTGGGATGTC 313
314 TGGTATATAAAGCTGTGTCTATGATTTTTGGGGGEG—T]TTTTCTTTGTTTTT 363
364 TTTGTGTTCTTTTTITTTTTCTTTTGCTTGGGATTGCCTCCATCTTTAAGTSCTA 418
419 TTGTACAAAGTATGTCATCTCTTTTTGTTTTGATCTCTTTCTTTTATCGTATG 472
473 CAACTTGTCTCCTGTCTGAAAGGTTCCAGCACTCCAAGAAAGCAGCCTCGAE 524
525 AAAGTCCACTGGTACCTCGCAGTTTGGAGCCCCCTGTACTGGAGTTATCAC 576
577 TGGAGCAAAGGCTCAGTTAGAAGATCTAATGATGGTAGGAGACCTACTAGA 627
628 GGTATCACTGGATGAAACTCAGCACATCTGGCGGATTTTACAGGCTACTCA 679
680 CCACCCTCTG 689

Figura 8- Sequéncia consenso {%) gerada a partir do fragmento amplificado com
o primer F do geneJARID1A dos individuos das geracdes parental,eeFseu
respectivo polimorfismo 40411G>T. Qwimers estdo sublinhados e a regido de

intron compreende de 162 a 494 bases.

Tabela 5 Polimorfismos identificados em regides de exong@woeJARID1Ae seus

respectivos codons e aminoacidos formados

Polimorfismo Localizagéo Posicéo do Cddon Cddon mutante
codort (aminoécido) (aminoécido)
24441A>G El4 644 GAA (glutamato) GAG (glutamato)
24471G>A E1l4 654 CAG (glutamina) @A(glutamina)
34208C>T E21 1.061 TTG (leucina) CTG (leucina)
45962C>T E28 Regido ndo _ _
traduzida

E= exon.'Posicdo em relacdo ao inicio do RNA mensagém relacéo a seqiiéncia do RNA
mensageiro do NCBI (2008), acesso XM_416379.2. Egrito esta representado o polimorfismo
identificado.

ApoOs a analise das sequéncias dos parentais dofs polimorfismos foram
escolhidos para a analise de associacdo com aderésticas fenotipicas na geragéo F
47920G>A(IGF1) e 34208C>T(JARID1A. As familias de irmaos completos 7810 e
7971, com cerca de 100 aves cada, foram escolpa&tasa genotipagem das aves F

Na Figura 9, pode-se observar como exemplo, oteskuida genotipagem da
familia 7971 para o polimorfismo 34208CXJARID1A. Trés classes genotipicas
foram identificadas nos,Fj4 que o casal jFera heterozigoto. Neste grafico sdo
representados os comprimentos de omngia) (das fluorescéncias detectadas pelo
equipamento: VIC (eixo x: 533-58{in) e FAM (eixo y: 465-51@m).
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Figura 9- Resultado da genotipagem das avedd-familia 7971 para o polimorfismo
34208C>T JARID1A analisado com o programhightCycler 480 software 1,5
(Roche). Trés gendtipos foram identificados neatailfa (C/C, C/T e T/T), além do
controle negativo. Cada tridngulo representa umalngenotipado.

As estatisticas descritivas das caracteristicagtificas encontraree na Tabela

Tabela 6- Estatisticas descritivas das caracteristicas aaladi nas duas familias de

irmaos completos selecionadas para genotipagemvead; (n F, = 165)

Variavef Média Desviegpadrao Minimo Maximo
PV35 (g) 795 119 536 1.071
PV41 (g) 1.014 168 578 1.398
PV42 (g) 973 165 549 1.374
Pcor () 6,6 1,7 2,0 12,0
Ppul (g) 8,3 2,2 4,0 14,0
Rcor (%) 0,68 0,14 0,32 1,20
Rpul (%) 0,85 0,17 0,44 1,36

'Peso aos 35 (PV35), 41 (PV41) e 42 dias (PV42) gesoracio (Pcor) e peso

dos pulmdes (Ppul).
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As frequiéncias genotipicas dos dois polimorfismexokidos nas duas familias
(7810 e 7971) estdo apresentadas na Tabela 7. GBNOG>A(IGF1) foi genotipado
na familia 7810 (n= 74). A familia 7971 (n=91) nd@presentou este polimorfismo,
portanto ndo foi genotipada. Foi realizada umaisedle frequiéncia dos genoétipos nos
165 animais avaliados, sendo que foram encontradogenétipos A/A e A/G. O
polimorfismo 34208C>T JARID1A foi genotipado nas familias 7971 (n=91) e 7810
(n=74), somando 165 animais. Para este polimorfisatam encontrados os trés
genotipos (C/C, C/T e T/T) na familia 7971 e da@damilia 7810 (C/C e C/T).

Tabela 7— Numero de animais (freqliéncias genotipicas) parapaimorfismos

estudados em duas familias da populagabdH C

GenelGF1 — Polimorfismo 47920G>A

Familias
Gendtipos 7810 7971 Total
A/A 37 (0,50) 91 (1,00) 128 (0,77)
AIG 37 (0,50) 0 (0,00) 37 (0,23)
Total 74 (0,44) 91 (0,56) 165

GeneJARID1A- Polimorfismo 34208C>T

Familias
Gendtipos 7810 7971 Total
C/IC 38 (0,51) 28 (0,30) 66 (0,40)
CIT 36 (0,49) 41 (0,45) 77 (0,46)
TIT 0 (0,00) 22 (0,25) 22 (0,14)
Total 74 (0,44) 91 (0,56) 165

As frequéncias alélicas dos dois polimorfismos ég¢nsdo apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8- Frequéncias alélicas estimadasa os polimorfismos 47920G>AGF1) e
34208C>T JARID1A nas trés geragdes

PolimorfismogGene) Geracao (n) (p) (9)
47920G>A (GF1) P (8) f(A) =0,875 f(G)=0,125

34208C>T JARID1A f(C)=0,8125 f(T) =0,1875
47920G>A (GF1) F1(4) f (A) =0,875 f(G)=0,125

34208C>T JARID1A f(C) =0,625 f(T) =0,375
47920G>A (GF1) F, (165) f (A) =0,887 f(G)=0,112

34208C>T JARID1A f(C) = 0,633 f(T) = 0,366
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Os haplétipos obtidos foram: H1 (AC), H2 (AT), H3Q) e H4 (GT), para um
total de 165 aves nas duas familias (Tabela 9)ri@epo alelo nestes haplétipos é
referente ao gen&F1 (47920G>A) e o segundo dARID1A(34208C>T). Na familia
7971 foram observados dois hapldétipos: H1 e H2faWdlia 7810 foram observados os

quatro haplétipos. O haplétipo H4 apresentou bdirgliéncia com apenas quatro
individuos.

Tabela 9 Frequéncias dos haplotipos em duas familias dalgggo F TCTC

Haplotipos Numero de haplotipos Frequéncias
H1 176 0,533
H2 117 0,355
H3 33 0,100
H4 4 0,012
Total 330 1,000

'H1 (AC), H2 (AT), H3 (GC) e H4 (GT): o primeiro &eem cada haplétipo se
refere ao genksF1 (47920G>A) e o segundo dARID1A(34208C>T).

Cinco diplétipos foram identificados num total dé5lindividuos nas duas
familias: H1H1 (ACAC), H1H2 (ACAT), H1H3 (ACGC), HH#4 (ACGT) e H2H2
(ATAT) (Tabela 10). Na familia 7971 foram observadi@s diplotipos: H1H1, H1IH2 e
H2H2. Na familia 7810 foram observados quatro dipts: H1H1, H1H2, H1H3 e
H1H4. O diplétipo H1H4 apresentou baixa frequiénerayuanto que o diplétipo H1H2

apresentou a frequéncia mais alta.

Tabela 16 Frequéncias dos diplétipos em duas familias dalpggo F TCTC

Dipl6tipos' Numero de individuos Frequéncias
H1H1 33 0,200
H1H2 73 0,442
H1H3 33 0,200
H1H4 4 0,024
H2H2 22 0,133
Total 165 1,000

'H1H1 (ACAC), H1H2 (ACAT), H1H3 (ACGC) , H1H4 (ACGT® H2H2 (ATAT):
o primeiro alelo em cada haplétipo se refere a® f8R1 (47920G>A) e 0 segundo
aoJARID1A(34208C>T).

Os resultados da andlise de variancia das castitasi de desempenho e
orgaos, quando o gendtipo do polimorfismo 47920@&S%1) foi incluido no modelo,



96

mostraram que houve efeito de incubacdo sobre erimaias caracteristicas avaliadas,
exceto Ppul e Rpul (Tabela 11). Este resultadoesperado, visto que 0s Foram
gerados em 17 incubacdes, o que levou cerca denmBes. Detectese efeito de
familia apenas sobre PV35 e PV41 e de sexo som@E@ia das caracteristicas, exceto
Rcor e Rpul. O gendtipo do polimorfismo 47920G3*&K1) foi associado ao PV41l e
Pcor (Tabela 11).

Tabela 11- Probabilidades de erro do tipo | na analise démeaia das caracteristicas
de desempenho e érgdos quando o gendtipo do pliEmord7920G>A do genksF1

foi incluido no modelo

Caracteristica  Incubacdo Familia Sexo Gendtipo  Sexo x Gendtipo

PV35 (g) 0,0002  0,0284  <,0001 NS NS
PV41 (g) 0,0192  0,0204 <,0001  0,0325 NS
Pcor (g) <,0001 NS <,0001  0,0398 NS
Ppul (g) NS NS <,0001 NS NS
Rcor (%) <,0001 NS NS NS NS
Rpul (%) NS NS NS NS NS

'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do amrgRéor), peso dos pulmdes (Ppul),
rendimento do coracéo (Rcor) e dos pulmdes (Rpsl),05.

Aves com o gendtipo A/A tiveram maior peso aos #k dlo que as com o
genotipo A/G (Figura 10). O gendtipo A/A foi resgamel pelo maior PV41, com um
acréscimo médio de 62 g no peso vivo. Nas duaslifardnalisadas, o alelo G foi
sempre proveniente da linhagem de postura, enqgaeto alelo A foi proveniente das
linhagens de corte e postura (Anexo Il).

O gendtipo do polimorfismo 47920G>A5F1) também foi associado com Pcor
(Tabela 11). Aves com o gendtipo A/A tiveram maieso do coragdo do que as com O
genotipo A/G (Figura 11). O genotipo A/A conferiaréscimo de 0,6 g ao peso do
coracdo. Nas duas familias analisadas, o alelo @dweniente da linhagem de postura,
enquanto que o alelo A foi proveniente das linhage® corte e postura (Anexo II).
Portanto, o polimorfismo apresentou efeitos senméisasobre PV41 e Pcor.
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Figura 10- Peso vivo aos 41 dias de idade de awedaFpopulacdo TCTC, de acordo
com os genaotipos A/A e A/G do polimorfismo 47920GHAF1).

7,5 7

6,5 1

Peso do coracgéo (g)

5,5

AIA L AIG
Genaotipos

Figura 11- Peso do coragcao de avesda populagdo TCTC, de acordo com 0s
genotipos A/A e A/G do polimorfismo 47920G>KGF1).
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Os resultados da andlise de variancia das castitasi de desempenho e
orgaos, quando o gendtipo do polimorfismo 34208@oTgene]JARID1Afoi incluido
no modelo, mostraram que houve efeito de incubsgbre a maioria das caracteristicas
avaliadas, exceto Ppul e Rpul (Tabela 12). Detestoefeito de familia sobre o PV35,
PV41 e Ppul e de sexo sobre a maioria das carstatas, exceto Rcor e Rpul. Houve
associagdo do gendétipo do polimorfismo 34208C>T aeroaracteristicas PV41 e Pcor.
Foi observada também associacdo entre a caracteri®v4l e a interacdo sexo X
genotipo, indicando que os gendtipos do polimoris84208C>T JARID1A tém

efeitos diferentes sobre o0 PV41 em fémeas e machos.

Tabela 12- Probabilidades de erro tipo | na analise de var@édas caracteristicas de
desempenho e 6rgdos quando o gendtipo do polimm&t208C>T do gen$ARID1A

foi incluido no modelo

Caracteristica  Incubac&o Familia Sexo Gendtipo  Sexo x Genotipo
PV35 (g) 0,0005 0,0023 <,0001 NS NS

PV41 (g) 0,0196 0,0001 <,0001 0,0193 0,0034
Pcor (g) <,0001 NS <,0001 0,0215 NS

Ppul (9) NS 0,0460 <,0001 NS NS

Rcor (%) <,0001 NS NS NS NS

Rpul (%) NS NS NS NS NS

'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do awréRéor), peso dos pulmdes (Ppul),
rendimento do coracado (Rcor) e dos pulmdes (Rp),05.

A interacdo sexo x genoétipo foi associada com o IP{Habela 12). Para o
polimorfismo 34208C>TJARID1A a acéo génica foi distinta em machos e fémeas. As
fémeas com o gendtipo T/T apresentaram maior p@sodo que as com 0S genotipos
C/C e CIT (Figura 12). O contraste indicou efettidiao (P= 0,0075) nas fémeas. Nos
machos, no entanto, o contraste revelou efeitmbdeedominancia (P= 0,0018) uma vez
que o PV41 foi mais elevado nos individuos com wdtgpo C/T (heterozigoto) em
relacdo a ambos os homozigotos. Nas duas famila@sadas, o alelo T foi proveniente
da linhagem de corte, enquanto que o alelo C foigariente das linhagens de corte e
postura (Anexo II).

O gendtipo do polimorfismo 34208C>JARID1A foi também associado com o
Pcor (Tabela 12). As aves com o genotipo C/T aptesmm maior peso do coragdo do
que as com o0s genotipos C/C e T/T (Figura 13).enlesob o contraste revelou efeito

nao aditivo de dominancia (P= 0,0185). Nas duadliimnanalisadas, o alelo T foi
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proveniente da linhagem de corte, enquanto quelo @l foi proveniente das linhagens
de corte e postura (Anexo IPorém, foi a combinacdo dos dois alelos que canferi
maior peso do coragcdo nos animais.

1300 A --4---macho
——fémea
1200 -

1100 -

1000 ~

900 -

Peso aos 41 dias (g)

800 T

700 -

600 .
Cc/IC CIT TT

Gendtipos

Figura 12- Peso vivo aos 41 dias de idade de machos e fé@mekaspopulacdo TCTC,
de acordo com os genotipos C/C, C/T e T/T do pdfiisroo 34208C>T JARID1A.
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6,0 . .
CiC CIT TIT

Genotipos
Figura 13- Peso do coracdo de aves da populagdo TCTC, de acordo com 0s

genotipos C/C, C/T e T/T do polimorfismo 34208C3ARID1A.
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Os resultados da andlise de variancia das castitasi de desempenho e
orgaos, quando o diplétipo foi incluido no modelulicaram que houve efeito de
incubacdo sobre a maioria das caracteristicas ageali exceto Ppul e Rpul. Foi
detectado efeito de familia apenas sobre o PV384d l2 de sexo sobre a maioria das
caracteristicas, exceto Rcor e Rpul (Tabela 13). M@ive associacao do diplotipo com
as caracteristicas avaliadas. Foi observada unmias&o entre PV41 e a interacdo
sexo x diplétipo, indicando que o diplotipo exeefeitos distintos sobre o0 PV41 em

fémeas e machos (Figura 14).

Tabela 13- Probabilidades de erro do tipo | na analise démaia das caracteristicas
de desempenho e 6rgaos quando o diplétipo foiisalno modelo

Caracteristica Incubacdo Familia Sexo Diplétipo Sexo x Diplétipo

PV35 () 0,0014  0,0209  <,0001 NS NS
PV41 (g) 0,0265  0,0089  <,0001 NS 0,0202
Pcor (g) <,0001 NS <,0001 NS NS
Ppul (g) NS NS <,0001 NS NS
Rcor (%) <,0001 NS NS NS NS
Rpul (%) NS NS NS NS NS

'Peso aos 35 (PV35) e 41 dias (PV41), peso do awréRéor), peso dos pulmdes (Ppul),
rendimento do coracdo (Rcor) e dos pulmdes (Rp#D,05.

Machos com os diplotipos HIH1(ACAC), H1H2 (ACAT),1H3 (ACGC) e
H1H4 (ACGT) apresentaram PV41 superior ao das férmem os mesmos diplétipos
conforme esperado, no entantoachos e fémeas com o dipl6tipo H2H2 (ATAT)
apresentaram PV41 semelhantes (Figura 14). Isteresuglie a presenca de pelo menos
um haplétipo H1 (AC) pode estar envolvida na deteaigho da diferenca de peso entre
machos e fémeas. Nos quatro diplétiplisH1(ACAC), H1H2 (ACAT), H1H3 (ACGC)

e H1H4 (ACGT) existe em comum a presenca do alelau€ente no diplétipo H2H2.
Este alelo € oriundo do gedARID1Ae foi o mais freqliente nos animais analisados
(Tabela 8). Este alelo, que esta localizado nungéoede exon do gengARID1A
(Figura 7, Tabela 4)pode ser o responsavel, em parte, pela diferengaesie entre

machos e fémeas.
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Figura 14- Peso vivo aos 41 dias de idade de machos e f@mekaspopulacdo TCTC,
de acordo com os diplétipos H1IH1 (ACAC), H1H2 (ACAH1H3 (ACGC), H1H4

(ACGT) e H2H2 (ATAT). Sendo os primeiros haplotipeserentes ao gen&F1 e os

segundos referentes dARID1A

Foram detectados vinte e quatro polimorfismos da umica base (SNP) no
genelGF1, numa regido de introVinte deles foram encontrados em todos os animais
parentais e £ No geneJARID1Aforam detectados nove polimorfismos em seis regide
distintas, sendo que quatro deles estdo em regéesons.

Para os dois polimorfismos avaliados nos ge@#sl (47920G>A)e JARID1A
(34208C>T) foram encontradas associacdes entrarasteristicas PV41 e peso do
coracdo. Além disso, para o polimorfismo 34208CJRRID1A foi observada
associagdo da interagdo genaotipo x sexo e PV41.

Zhou et al. (2005) encontraram associacao de umm@dismo detectado na
regido promotora dtGF1, com as caracteristicas de peso vivo as 2, 4 emanas e
porcentagem do peso do coracdo. Bian et al. (2888)ciaram hapldtipos dos trés

polimorfismos identificados em regifes de exonsl@61 com peso vivo e peso da
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carcaca em galinhas. Estes estudos ses®maos QTLs para peso vivo identificados na
mesma regido do cromossomo 1, onde este geneoesl&ddo e aos resultados do
presente estudo, como evidéncias da relacdGEb com o peso vivo em aves.

O peso vivo e do coracdo sdo caracteristicas ianed em frangos de corte.
Pesquisadores tém buscado identificar os genesgi@es responsaveis por elas através
de estudos de mapeamento de QTLs (Kerje et al.;28@%arro et al., 2005; Zhou et
al., 2006; Ambo et al., 2009). Quanto ao peso aagém, a selecéo intensa direcionada
para ganho de peso e melhor conversédo alimentartpo@casionado desenvolvimento
desproporcional desse Orgdo e, consequente, diksequicardicrespiratério,
explicando, em parte, a incidéncia de alteracoesbtbcas em frangos de corte com
crescimento rapido (Berchieri Junior e Macari, 20B@ya et al., 2004).

Em galinhas ja foram identificados inidmeros polifisonos no gendARID1A.
Porém, este estudo foi o primeiro a identificainagg;des de polimorfismos deste gene
com caracteristicas de interesse na avicultura,ocpaso vivo e peso do coracao.
Segundo Klose et al. (2007),JARID1Apode agir como um ativador ou repressor da
transcricdo. A proteina codificada por este gemdgéro um dominio JMJC (jumoniji),
definido como uma histona demetilase. As modifiesc@as histonas (metilagédo e
demetilagéo) sao processos que regulam a exprgéséa e tém papel importante na
proliferacédo e diferenciacdo celular por suas agaesstrutura da cromatina (Xiang et
al., 2007).

Peng et al. (2009) estudaram a expressado de dares gmvolvidos com
modificagcbes de histonas durante a diferenciacdpradiferacdo da musculatura
esquelética em embrides de suinos. O g&RRID1Afoi diferentemente expresso na
musculatura de embrides com 33, 65 e 90 dias. @@sevelou que este gene é um

promissor gene candidato para o estudo de carsdtasi de crescimento.

Conclusbes
Foram detectados vinte e quatro polimorfismos de umica base (SNP) no
gene IGF1, numa Uunica regido de intron. Quatro deles aptesen genotipos
diferentes na populacdo analisada, por isso saortenies em estudos de associagéo

com caracteristicas de interesse na aviculturagyee@JARID1Aforam detectados nove
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polimorfismos em seis regides distintas, quatresiektdo em regides de exons, porém
ndo acarretaram modificagdo do aminoé&cido e d&ijpwant

Os dois polimorfismos analisados, um no g&siel e outro naJARID1A foram
associados com peso vivo aos 41 dias e peso doacorearacteristicas fundamentais
em frangos de corte, mostrando a relevancia destesdos. A interacao dipl6tipo x
sexo apresentou associacdo com PV41. Machos coflelao G do geneJARID1A
apresentaram PV41 superior ao das fémeas. O alldot@nbém o mais freqiente nas
aves analisadas. Este alelo pode ser, em panpenss/el pela diferenca de peso aos 41

dias entre machos e fémeas.
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IMPLICACOES

A regido no GGAl entre os marcadoneli0146 e LEIO174, onde foram
mapeados varios QTLs e estdo localizados o [feR& e o centrébmero do cromossomo,
€ uma regido importante, que deve ser mais berdasduna busca de outros genes ou
polimorfismos responsaveis pelas caracteristicapet® vivo, peso do coragdo e
pulmdes. Para refinar a regido estudada ysedeuscar outros polimorfismos (SNPs) ou
microssateélites e tentar reduzir o intervalo defiaoga do mapeamento de QTLs. Além
disso, € possivel analisar outras caracteristiazs mgo foram estudadas, como
composicdo de carcaca e deposicdo de gordura. fAertes andlises conduzidas
permitiram selecionar dois casaig (Buas familias de irm&os completos). As demais
familias podem ser genotipadas e testadas quant@sasciacdes genotipo X
caracteristicas.

O mapa de ligacdo obtido com a insercdo dos doisngrfismos como
marcadores: 47920G>AGF1) e 34208C>TJARID1A (Anexo lll), pode ser utilizado
para a realizacdo de uma nova analise de mapeadeQdLs.

As associagdes encontradas entre os polimorfis@20G>A e 34208C>T e as
caracteristicas de peso vivo aos 41 dias e peswokgdo devem ser validadas em
populacdes comerciais de galinhas. Se forem coadias, o polimorfismo pode ser a
mutacéo causal responsavel pela caracteristicdagisti(ou estar estreitamente ligado a
ele) e, assim, poderia ser utilizado na selecast@sspor marcadores (MAS). Estudar a
expressdo dos genkSF1 e JARID1Aem machos e fémeas das linhagens parentais da
EMBRAPA podera auxiliar no esclarecimento das dasfes encontradas entre
polimorfismos nestes dois genes e caracteriste&®vd1 e Pcor.

Também se pode buscar por outros genes no inteowalke foram mapeados 0s
QTLs ou nos intervalos préximos que estejam asdosiacom caracteristicas de
crescimento no intuito de detectar polimorfismaga&izar novos testes de associacao

ou estuddos atraveés da analise de expressao génica.
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ANEXOS

) Posicbes dos marcadores microssatélites no m@galigacdo do GGAL,

correspondéncia no mapa Consenso (2005) e no getegalinha

Marcadores Posicdo em cM (ajustado) Posicdo no Mapa Posicdo no genoma em
Consenso (2005) Mb (ajustado)

ADL0192 0,0 (155,0) 155,0 0,00 (52,85)

ADL0234 23,0 (178,0) 151,0 7,84 (60,70)

LEI0068 29,9 (184,9) 151,0 10,19 (63,05)
MCW0289 32,2 (187,2) 151,0 10,98 (63,83)
MCW0353 35,4 (190,4) 163,0 12,07 (64,93)
MCW0297 37,1 (192,1) 162,0 12,65 (65,51)
ADLO0364 41,7 (196,7) 169,0 14,22 (67,07)
LEI0146 42,7 (197,7) 169,0 14,56 (67,41)
LEI0174 71,5 (226,5) 205,0 24,38 (77,23)
MCW0018 73,9 (228,9) 205,0 25,20 (78,05)
MCWO0007 74,8 (229,8) 215,0 25,51 (78,36)
MCW0112 76,1 (231,1) 205,0 25,95 (78,80)
ADLO150 78,2 (233,2) 205,0 26,67 (79,52)
ADL0319 85,4 (240,4) 204,0 29,12 (81,98)
MCWO0058 109,3 (264,3) 241,0 37,27 (90,13)
LEI0071 110,8 (265,8) 242,0 37,78 (90,64)

Marcadores adicionado®0sicd0 de acordo com o mapa de ligacdo ajustadalagdio ao
marcadorADL0192posicionado no Mapa Consenso 2005 (Schmid €2G05) a 155 cM?A
relacdo adotada entre cM:Mb foi de 1:.0,341 de arordom ArkDB
(http://www.thearkdb.org; Schmid et al., 2005) eBNChttp://www.ncbi.nIm.nih.gov).
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0,0 —+— ADL0192

23.0~] |- ADL0234
29,9 LEI0068
32,2 MCW 0289E
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37,1 ——F MCW0297
41,7 ~_| - ADL0364
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67,4 34208C>T/JARID1A

74.5 LEI0174
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113,8 —~ LEIO071

[l) Mapa de ligacdo da regido estudada do GGAlidobtom a adicdo de seis
marcadores microssatélites e dois SNPs dos gksies (47920G>A) eJARID1A
(34208C>T) contendo as posi¢cdes em centiMorgans (cM). Paepgrasentacdo grafica
deste mapa foi utilizado o program@pChart versao 2.1 (Voorrips, 2002). O primeiro
marcador foi 0oADL0192 posicionado a 155 cM no Mapa Consenso (Schmid.et a

2005).
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