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“Facamos o homem a nossa imagem e semelhanca.
Que ele reine sobre os peixes do mar, sobre as aves do céu,
sobre os animais domésticos e sobre todos os répteis que se

movem sobre a terra, e domine em toda a terra” (Génesis I, 26).
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LISTA DE SIGLAS

AFLP - Amplified fragment length polymorphism — Polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados.

BLAD - Bovine leukocyte adhesion deficiency - Deficiéncia de adesdao leucocitdria
bovina.

cM - centiMorgan.

DNA - Deoxyribonucleic acid - Acido desoxirribonucléico.

ETL - Economic trait loci - Locos de caracteristicas econdmicas.

IGF-2 - Insulin-like growth factor 2 — Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2.
KIT - C-kit receptor tyrosine kinase — Receptor C-Kit tirosina quinase.

LOD - Likelihood of odds — Chances de probabilidades.

MAS - Marker assisted selection - Sele¢ao auxiliada por marcadores.

PCR - Polymerase chain reaction - Rea¢do em cadeia da polimerase.

PSE - Pale, soft e exsudative — Carne palida, textura flacida e perde dgua rapidamente.
QTL - Quantitative trait loci — Locos controladores de caracteristicas quantitativas.
RAPD - Random amplified polymorphic DNA - Polimorfismo de DNA amplificado
randomicamente.

RFLP - Restriction fragment length polymorphism — Polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restrigao.

SNPs - Single nucleotide polymorphisms - Polimorfismos de base tnica.

SSR - Simple sequence repeats — Microssatélites.

VNTR - Variable number of tandem repeats — Numero varidvel de repeticdes em

tandem.



CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS

1 Importancia da avicultura e genoma da galinha doméstica (Gallus gallus)

A galinha (Gallus gallus) é o mais importante animal de producdo do mundo
com rapido crescimento; produz a principal fonte de proteina animal para a maioria
das populagdes. E muito utilizada como modelo de pesquisa para estudos de
comportamento animal, cancer e viroses, pesquisas de regulagdo génica e estudos
evolutivos (Groenen et al., 2000; McPherson et al., 2002; Jensen, 2005; Wicker et al.,
2005).

Entre os animais domésticos, a galinha é o animal ideal para a aplicacdo da
tecnologia de mapeamento genético e para analises de locos de caracteristicas
quantitativas (QTL) porque possui um curto intervalo de geracao, pode gerar grandes
familias de irmaos completos e possibilita a obtengao de grandes quantidades de DNA
das células sanguineas vermelhas nucleadas. Além disso, o tamanho do genoma da
galinha é pequeno comparado aos mamiferos, enquanto que a taxa de recombinagao
€ similar a dos mamiferos (Crooijmans et al., 1996; Groenen et al., 1998; McPherson
et al., 2002).

No Brasil a avicultura vem se consolidando como uma das atividades mais
competitivas e tecnificadas do cenario internacional. O Brasil produziu 8,4 milhdes de
toneladas de carne de frango em 2004, com crescimento de 13% nos ultimos dois
anos (Avisite, 2005). A producao de carne de frango no periodo de janeiro a novembro
de 2005 foi um total de 8.463.080 toneladas de aves produzidas, e a variacdo
percentual sobre 0 ano anterior foi de 9,05% (Unido Brasileira de Avicultura, 2006).

Em 1975, ano em que foram iniciadas as exportagcdées no Brasil, a avicultura
brasileira representava perto de 5% da producdo mundial (Embrapa Suinos e Aves,
2005). Passados 30 anos, segundo dados divulgados pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), o Brasil foi o responsavel em 2005 por cerca
de 40% da exportagdo mundial de carne de frango (Avicultura Industrial, 2005). Em
2004 foram exportadas 2,4 milhdes de toneladas, tornando o Brasil o maior exportador
mundial de carne de frango (Avisite, 2005). Até outubro de 2005, o pais exportou
2.325.104 toneladas de carne de frango (Avicultura Industrial, 2005). O USDA estimou



um crescimento de 5,8% para as exportag6es brasileiras no ano de 2005, em relagéo
a 2004 (Tabela 1).

Com a demanda crescente por produtos avicolas sdo necessarias melhorias
em todos os aspectos da producado, e cada vez mais, é preciso o desenvolvimento de
novas tecnologias para gerar produtos com maior qualidade e menores custos. A
evolucdo e competitividade da industria avicola brasileira tém impulsionado a
constante busca da melhoria do material genético das linhagens (Stringhini et al.,
2003). Por isso é importante melhorar a qualidade da carne, diminuir os teores de
gordura, aumentar a porcentagem de carnes nobres, ndo esquecendo da saude do
animal, para terem um desenvolvimento sadio. Caracteristicas de carcaga e
composicdo corporal sdo importantes consideracbes da moderna producdo animal
(Pomp et al., 2004).

O primeiro genoma sequenciado de um animal doméstico foi o da galinha,
concluido em 2004. Foi utilizado o DNA de uma unica fémea ancestral selvagem das
galinhas domésticas atuais, a Red Jungle Fowl (Chicken Genome, 2005). O
conhecimento da sequiéncia do genoma é necessario para uma melhor compreensao
da estrutura, evolucdo e arranjo dos genes, assim como a comparagcdo com outros
organismos. Como ocorre na maioria das espécies de aves, a galinha possui um
genoma relativamente pequeno de 1,1 x 10° pares de bases (pb) de DNA, ou de 39%
do tamanho do genoma humano, e estudos prévios sugerem o conteudo de
aproximadamente apenas 15% de DNA repetitivo, onde as seqiéncias microssatélites
sao altamente polimorficas. Existe uma baixa quantidade de seqliéncias repetitivas
comparadas aos genomas de mamiferos, o que facilita o sequienciamento e a procura
por genes em galinhas (Fillon, 1998; McPherson et al., 2002; Wicker et al., 2005;
Jensen, 2005).

O genoma da galinha consiste de 38 pares de autossomos e dois
cromossomos sexuais Z e W (Figura 1). A fémea é o sexo heterogamético (ZW), e o
macho é o sexo homogamético (ZZ). Segundo Schmid et al. (2000), o cariétipo da
galinha esta dividido em oito pares de grandes cromossomos citologicamente
distinguiveis  (macrocromossomos); 30 pares de pequenos CromosSOMos
(microcromossomos) e 0S Cromossomos sexuais.

Além da diferenga de extensado, existem outras entre 0s macrocromossomos e
0s microcromossomos: (a) maior densidade de genes nos microcromossomos do que
nos macrocromossomos; (b) 0s microcromossomos possuem alto conteddo de

guanina e citosina e baixo contedudo de adenina e timina; (c) os microcromossomos



representam 30% do genoma. Alguns estudos demonstraram que 75% de todos os
genes da galinha estdo localizados nos microcromossomos, ou seja, eles estdo
associados a alta atividade genética (Fillon, 1998; Schmid et al., 2000). Fillon (1998)
afirma também que existem duas possibilidades que podem explicar a origem dos
microcromossomos: estes se fundiram para a formacdo dos macrocromossomos; ou,
houve a fragmentagdo dos macrocromossomos que resultou Nos microcromossomos.

Estudos demonstram alto nivel de regides de sintenia entre o genoma de
mamiferos e aves, isso faz da galinha um modelo de evolucédo intermediaria e
possibilita 0 aproveitamento da informacdo adquirida no estudo do genoma humano
sobre genes (Fillon, 1998; Groenen et al., 2000; McPherson et al., 2002).

2 Genética molecular x Melhoramento genético animal

A partir da década de 70, os cientistas comegaram a manipular a molécula de
DNA. Desde entéo, a biologia molecular obteve grandes avangos tecnologicos, que
tém culminado em importantes fontes de conhecimentos sobre a localizagao, fungéo e
expressao dos genes em diferentes espécies animais. Uma das grandes mudancgas na
biologia moderna é a compreensao da base genética da diversidade fenotipica das
espécies (Andersson e Georges, 2004).

Uma das técnicas mais importantes neste campo é a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction) desenvolvida na década de 80, que
permite a amplificacdo de segmentos especificos do DNA em milhares de cépias em
poucas horas. Desta poderosa técnica, outras se derivaram como clonagem,
seqlenciamento e andlise de polimorfismos de DNA. Outras ferramentas
fundamentais que estdo sendo muito utilizadas séo os marcadores moleculares e os
mapas genéticos. A aplicacao das técnicas moleculares na andlise dos genomas vem
apresentando excelentes vantagens biolégicas e econdmicas para os estudos
genéticos das espécies domésticas (Macari et al., 2002).

O melhoramento genético tradicional vem proporcionando inUmeros beneficios
para a agropecuaria, porém existem limitacbes e desvantagens da selecdo pelo
fenotipo. A selecao classica é baseada no fenétipo e algumas vezes este ndo é facil
de ser identificado precocemente para caracteristicas ligadas ao sexo (producédo de
leite e ovos); e pode ser de dificil mensuracado para algumas caracteristicas como:

eficiéncia alimentar, resisténcia a doencgas, qualidade da carne e carcaca. Em muitos



casos o fenétipo ndo é uma indicacdo precisa do gendtipo (Martinez e Machado,
2002).

A genética quantitativa, aliada ao uso de técnicas computacionais e estatisticas
tem assegurado o ganho genético continuo em todas as caracteristicas de producao
em aves. Cerca de 80% das melhoras obtidas nas linhagens de corte e postura foram
decorrentes do melhoramento genético, acompanhadas de controle ambiental e
nutricdo adequada. Este melhoramento tem sido realizado sem o conhecimento do
namero e do efeito dos genes que atuam nas caracteristicas de interesse (Embrapa
Suinos e Aves, 2003). Junto com o sucesso do melhoramento genético na evolucao
das caracteristicas de aves de corte e postura, surgiram respostas correlacionadas
prejudiciais: aumento de doengas metabdlicas, carne de baixa qualidade (PSE),
diminuicdo da fertilidade e resisténcia a doengas infecciosas em aves de corte,
aumento da incidéncia de osteoporose e problemas na qualidade da casca dos ovos
em poedeiras (Ledur et al., 2003).

As novas tecnologias do melhoramento genético, surgidas com a genética
molecular, ndo vao substituir os métodos tradicionais, mas sim complementa-los.
Estas novas tecnologias tém sido adotadas principalmente para caracteristicas de
baixa herdabilidade, encontradas em um dos sexos e mensuradas apenas apos o
abate. A combinacdo de selegdo genética tradicional e métodos modernos
moleculares sdo ideais para o melhoramento de galinhas no futuro (Li et al., 2005).

3 Marcadores moleculares e mapas genéticos

Marcadores s&do marcos no genoma que podem representar um gene ou um
fragmento de DNA, e podem ser morfolégicos ou moleculares. Até meados da década
de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram
controlados por genes associados a caracteres morfolégicos (marcadores
morfolégicos), mas estes apresentavam uma série de restricbes e desvantagens,
como: o numero reduzido de marcadores e falta de ligagcdo destes com caracteres de
importancia econémica. Depois foram desenvolvidos os marcadores moleculares,
como isoenzimas ou fragmentos de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Existem
varios tipos de marcadores moleculares, tais como: isoenzimas, RFLP (Restriction

fragment length polymorphism), VNTR (Variable number of tandem repeats), RAPD (Random



amplified polymorphic), AFLP (Amplified fragment length polymorphism), microssatélites e
SNPs (Single nucleotide polymorphisms).

Os marcadores isoenzimaticos correspondem a genes associados a
caracteristicas importantes, que produzem polimorfismos de proteinas. Os outros tipos
de marcadores moleculares sao fragmentos de DNA repetidos ou ndo no genoma. A
maioria nao apresenta variagdo associada a fenétipos, porém podem estar associados
a determinados fendtipos, por localizarem-se proximos a regides ou genes
responsaveis por determinada caracteristica. Portanto, os marcadores moleculares
sao pontos de referéncia nos cromossomos de organismos, correspondendo ou ndo a
regides expressas.

Segundo Giriffiths et al. (1998), os genomas apresentam muitos pontos de
variacao (polimorfismos) no DNA, ou seja, embora todos os membros de uma espécie
tenham mais ou menos 0os mesmos genes, 0s organismos dentro da espécie diferem
nos pontos variantes que contém. Estes pontos (marcadores) sao importantes porque
se um animal for heterozigoto para um destes pontos, os dois tipos diferentes de DNA
podem ser considerados alelos e podem ser usados no mapeamento como alelos
heterozigotos de um efeito conhecido. De fato, os individuos em geral contém grandes
numeros de pontos de DNA heterozigotos, que podem ser usados como locos
marcadores de DNA no mapeamento.

Walling et al. (1998) afirmam que a utilizagdo de marcadores genéticos é
atualmente muito difundida e esta tecnologia é acessivel e adaptavel a muitas
aplicacdes. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), as aplicacbes dos marcadores
moleculares sao inumeras, tais como: identificacdo e discriminacdo de gendtipos,
testes de paternidade, estudos de diversidade genética, construcdo de mapas
genéticos e bibliotecas gendmicas, mapeamento de QTL, selegdo assistida por
marcadores (MAS), entre outras.

De acordo com Dekkers (2004), durante as décadas passadas avancos na
genética molecular trouxeram a identificagdo de multiplos genes ou marcadores
genéticos associados a genes que afetam caracteristicas de interesse na producao
animal, e isso nos traz a oportunidade de aumentar a resposta de selecdo, em
particular para caracteristicas dificeis de serem melhoradas pela selegdo
convencional. Regitano e Coutinho (2001) afirmam que o uso de marcadores
moleculares permite que o potencial genético de um animal seja determinado com

maior precisdo e antes mesmo da expressao do seu fenétipo. Em outras palavras,



talvez seja possivel no futuro determinar o genétipo de um embrido, para algumas
caracteristicas, sem que seja necessario avaliar a sua produg¢ao ou sua progénie.

Alguns exemplos de aplicacbes de marcadores moleculares na producao
animal, que ja estdo sendo utilizados comercialmente (Regitano e Coutinho, 2001;
Ledur et al., 2003; Dekkers, 2004):

1) Receptor da rianodina; IGF-2; receptor do estrogénio e KIT (afeta cor da

pelagem) em suinos.

2) K-caseina e B-lactoglobulina que afetam a qualidade do leite.

3) BLAD, miostatina e GeneSTAR em bovinos.

4) Gene do pescoco pelado, que confere tolerancia ao calor e grupo

sanguineo B que esta relacionado a resisténcia a doencas em aves.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) uma grande proporcao do genoma de
organismos eucariotos € composta de seqiiéncias repetidas de DNA. Varias classes
destas sequiéncias tém sido caracterizadas, e diferem no niumero e composi¢ao de
nucleotideos. Exemplo deste tipo de seqliéncia sdo os microssatélites. Os marcadores
microssatélites, ou SSR (simple sequence repeats) sao sequéncias curtas de um a
seis nucleotideos repetidos em tandem e sao co-dominantes (ambos os alelos de um
individuo heterozigoto sdo visualizados). E a classe de marcadores mais freqiiente,
polimérfica, melhor distribuida ao acaso e facil de ser detectada por PCR, por isso é a
mais utilizada no mapeamento de QTL.

Os microssatélites sao amplificados por PCR, utilizando-se um par de
iniciadores (primers) especificos (de 20 a 30 bases) complementares a seqléncias
Unicas que flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de tamanho
diferente representa um alelo diferente do mesmo loco (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
A visualizacao dos alelos por PCR é feita por eletroforese em gel de agarose (baixa
definicdo), ou poliacrilamida (alta definicdo), ou ainda por equipamentos mais
sofisticados como seqlenciadores automaticos de DNA.

Segundo Primmer et al. (1997), o nimero de seqUéncias microssatélites tende
a se correlacionar positivamente com o tamanho do genoma. Os mesmos autores
afirmam que em galinhas os microssatélites ndo estdo uniformemente distribuidos no
genoma e, além disso, encontram-se em baixa densidade nos microcromossomos, 0
que é um obstaculo para o mapeamento genético. Porém, Smith et al. (2000),
discordam destes resultados, pois encontraram mais seqUéncias microssatélites do
que o esperado nos microcromossomos de galinhas. Esta discrepancia entre os dois



estudos pode ser explicada por um problema na técnica PRINS (Primed in situ)
utilizada por Primmer e colaboradores.

Uma grande variabilidade no nimero de repeticbes da maioria dos locos de
microssatelites faz deles Uteis no mapeamento genético, testes de paternidade,
estimacéao de variabilidade genética, estudos e genética de populacdes e mapeamento
de QTLs (Crooijmans et al., 1997). A Unica desvantagem dos microssatélites é o
trabalho necessario para o desenvolvimento prévio dos marcadores. Porém,
atualmente existe um numero suficiente disponivel para galinhas.

O genoma pode ser considerado em varios niveis, e muitas técnicas tém sido
desenvolvidas para o mapeamento de locais especificos. As unidades basicas
utilizadas para medir 0 genoma sao pares de bases de DNA (pb), genes, freqiiéncias
de recombinacgéo, unidades de mapa genético (cM) e cromossomos (Weller, 2001). Os
mapas de ligacdo ou genéticos constituem um aspecto essencial do estudo genético
experimental de qualquer organismo. Ha uma forte implicacao de que o tamanho de
um mapa de ligacao seja proporcional ao mapa fisico. As distancias genéticas, de fato,
sS40 mais ou menos proporcionais as cromossémicas (Griffiths et al., 1998). O mapa é
construido utilizando as informagbes obtidas na andlise de ligacdo de locos
polimérficos e ligacao meiédtica ao longo do cromossomo (Packer e Paz, 2001).

Os mapas de ligacdo sdo obtidos a partir de uma anadlise genética; segundo
Griffiths et al. (1998), podemos usar a taxa de recombina¢cdo como um indicador
quantitativo da distancia linear entre dois genes. Quanto maior a distancia, maior a
probabilidade das cromatides ndo-irmas se cruzarem na regiao entre os genes, e
portanto, maior a proporgéo de recombinantes que seriam produzidos. Determinando a
freqiéncia de recombinantes, obtemos uma medida de distancia de mapa entre os
genes. A frequéncia de recombinagdo de 0,01 ou 1% € definida como
aproximadamente 1 cM (centiMorgan). Segundo Weller (2001), apesar da média de 1
cM ser cerca de um milhdo de pares de bases, tem sido mostrado que nos mapas
fisicos certas regides possuem uma alta freqiiéncia de recombinagao, enquanto outras
possuem um baixo nivel. Além disso, esta frequéncia é afetada por outros fatores,
como o sexo dos animais avaliados ou espécie, por isso podemos encontrar
divergéncias de tamanho entre os mapas genéticos e fisicos.

O desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das aplicacoes de
maior impacto na tecnologia de marcadores moleculares na andlise genética de
espécies (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Estes mapas sdo necessarios para estudos

de mapeamento de QTL. O mapa de ligacao, em principio, pode identificar todas as



regibes do cromossomo contendo um QTL ou grupos de QTLs com magnitude de
efeito razoavel (Packer e Paz, 2001).

O primeiro mapa de ligacao genético de aves foi publicado por Hutt em 1936, e
constituiu também o primeiro mapa de ligacao relatado para uma espécie de animal
doméstico (Macari et al., 2002). Porém o primeiro mapa genético construido
completamente com marcadores de DNA em galinhas foi publicado por Bumstead e
Palyga em 1992. Este mapa que utilizou a populagéo referéncia de Compton consistiu
apenas de marcadores RFLP, os quais ndo eram apropriados para a construcio dos
mapas genéticos de todo o genoma em grandes populacdes. Posteriormente, outro
mapa foi publicado por Levin e colaboradores em 1994, utilizando a populagédo
referéncia de East Lansing. E em 1998 foi publicado, por Groenen e colaboradores,
um mapa genético de galinhas construido com as informacbées da populacédo
referéncia Wageningen (Groenen et al., 1998).

Em 2000 foi publicado um mapa de ligagdo da galinha denominado de
Consensus Linkage Map (Mapa Consenso) por Groenen e colaboradores e foram
utilizadas as trés populacodes referéncia - East Lansing, Wageningen e Compton. De
acordo com ele, 0 genoma da galinha apresenta um total de 1889 locos, sendo que
480 tém sua localizagdo definida nos cromossomos e 235 representam genes
identificados ou sequiéncias que podem ser relacionadas a genes conhecidos, e 801
microssatélites distribuidos em 3800 cM de extensdo (Groenen et al., 2000). Este
mapa foi atualizado posteriormente por Schmid et al. (2000). Atualmente, existem
(jan./2006) 2530 locos no mapa de ligagdo da galinha, sendo que 765 sdo genes
identificados (ARKdb, 2006). Na Figura 2 podemos verificar os mapas Consenso dos
cromossomos 11 e 13 da galinha.

Em virtude do extenso polimorfismo dos marcadores microssatélites, os mapas
genéticos facilitam a deteccéo e localizagdo dos locos controladores de caracteristicas
quantitativas. O conhecimento de mapas genémicos de aves constitui 0 primeiro passo
para se fazer uso pratico das metodologias com utilizacdo de DNA, permitindo uma
série de aplicagdes (Macari et al., 2002).

4 Locos de caracteristicas quantitativas (QTLs)

Muitas das caracteristicas de interesse econémico em plantas e animais séo de

natureza quantitativa, ou seja, os fenotipos observados sao distribuidos continuamente



e refletem a acao de muitos locos mais o efeito ambiental (De Koning et al., 1998). As
caracteristicas denominadas de quantitativas, complexas, multifatoriais ou poligénicas
sao o foco de estudos de mapeamento de QTL. Segundo Griffiths et al. (1998), estas
se caracterizam por ndo possuirem segregacdao de modo simples nos cruzamentos;
elas variam mais ou menos continuamente em uma faixa. A continuidade de fenétipo é
o resultado de dois fenbmenos: (1) cada gendtipo ndo tem uma Unica expressao
fenotipica, mas cobre uma ampla gama fenotipica; (2) muitos locos segregantes
podem ter alelos que fazem diferenca para o fenétipo que esta sendo observado. Além
disso, a influéncia do efeito ambiental.

Mackay (2001) afirma que a maioria das caracteristicas econdémicas
importantes em animais domésticos é quantitativa e embora sejam influenciadas por
muitos genes nao sao igualmente influenciadas por todos eles, ou seja, alguns genes
terdo efeitos maiores, e outros efeitos menores. A hipétese de muitos fatores, como é
conhecida, explica que um grande numero de genes (poligenes) de pequeno efeito
esta segregando para produzir uma caracteristica quantitativa (Griffiths et al., 1998).

Dekkers (2004) afirma que para a finalidade de deteccao e aplicacéo de QTL,
as caracteristicas quantitativas podem ser classificadas em: (1) Caracteristicas
rotineiramente mensuradas; (2) Caracteristicas dificeis de serem mensuradas (ex.
consumo de alimento); (3) Caracteristicas ndo mensuraveis (ex. resisténcia a
doencas). Cada uma destas pode ser subdividida em caracteristicas que sao: (4)
Mensuradas nos dois sexos; (5) Limitadas ao sexo; (6) Mensuradas tardiamente. A
habilidade de detectar QTL depende da disponibilidade dos dados fenotipicos e
decresce de 1 até 6, porém para as caracteristicas dificeis de serem medidas, pode
haver maiores ganhos genéticos com a MAS (selegdo assistida por marcadores),
quando comparadas com as da categoria 1.

Segundo Andersson e Georges (2004), o principal desafio das caracteristicas
complexas nao € detectar os QTLs, mas descobrir 0s genes que os explicam. Falconer
e Mackay,1996 afirmam que: "a identificacdo de genes individuais pode ter inUmeras
aplicagbes uteis: (a) Pode-se aumentar a eficacia da selegdo especialmente para
caracteristicas com baixa herdabilidade e que sdo mensuradas em apenas um dos
sexos; (b) A tecnologia dos transgénicos podera ser aplicada para caracteristicas
quantitativas; (c) Na medicina, a identificacdo de alelos causando predisposicdo a
doencas multifatoriais comuns, como doencgas do coragdo ou diabetes, podera ajudar
a melhorar os métodos de prevencao; (d) A teoria da genética quantitativa podera ser

mais realista quando o niumero e as propriedades dos genes forem conhecidos”.



Sao varias as definicbes para QTL (do inglés - Quantitative trait loci) ou locos
de caracteristicas quantitativas, algumas vezes também sao chamados de ETL (locos
de caracteristicas econémicas). Uma regido do cromossomo que contém um ou mais
genes que influenciam uma caracteristica multifatorial € conhecido como QTL
(Andersson e Georges, 2004). Hocking (2005) afirma que a estimativa estatistica da
melhor localizagdo para um suposto gene é chamada de QTL quando o valor
individual para uma caracteristica é regularmente distribuido. Erickson et al. (2004)
afirmam que um QTL é uma regido cromossOmica flanqueada por dois marcadores
delimitando sua posi¢cao no genoma.

A légica de mapeamento de QTL nao é nova e foi utilizada pela primeira vez
por Sax em 1923 para mapeamento de QTLs associados com o tamanho de sementes
de feijao através da ligacdo com um loco de pigmento (Mackay, 2001). Avancos na
tecnologia de marcadores e, paralelamente, no desenvolvimento de softwares
analiticos para andlises combinadas de informacbes fenotipicas e genéticas,
resultaram na aplicacdo da analise de QTL na medicina, agricultura, ecologia e
evolucao (Erickson et al.,, 2004). Segundo Slate (2005) nos ultimos 15 anos o
mapeamento de QTL tem se tornado um método popular para a compreensao da base
genética da variagdo continua em uma variedade de sistemas. lkeobi et al. (2004),
afirmam que: “a identificacdo de QTL é o primeiro passo para a caracterizagcao de
variagbes genéticas que ocorrem no nivel dos genes e do DNA”.

Para o mapeamento genético de qualquer caracteristica simples ou complexa,
devem-se seguir trés etapas: (1) varrer o genoma todo com uma colecdo densa de
marcadores genéticos; (2) calcular uma apropriada ligagao estatistica S(x) para cada
posicéo x ao longo do genoma; (3) identificar as regides nas quais a ligacao estatistica
S mostra um desvio significativo do que seria esperado caso houvesse segregacao
independente (Lander e Kruglyak, 1995). Os genes que segregam em um QTL né&o
podem ser individualmente identificados na maioria dos casos. E possivel, entretanto,
localizar as regides do genoma nas quais estao os locos relevantes e estimar o quanto
da variagao total é explicada pela variagdo do QTL.

Esta analise é feita cruzando duas linhagens que diferem na caracteristica
quantitativa e também diferem nos alelos de locos conhecidos (marcadores). A
geracao F1 entre duas linhagens é cruzada entre si para se obter uma geracédo F2
segregante, ou pode ser retrocruzada com uma das linhagens parentais. Buscam-se
regibes cromossOmicas comuns a individuos aparentados que apresentam

desempenho superior para as caracteristicas de interesse e que, ao mesmo tempo,



tendem a diferir entre individuos aparentados com desempenho superior € inferior. Se
existirem QTLs proximamente ligados a um marcador, entdo os diferentes genétipos
marcadores na geragao segregante também levardo os alelos dos QTLs que estavam
ligados a eles nas linhagens parentais originais (Griffiths et al., 1998).

Segundo Seaton et al. (2002): “0 QTL Express (QTL Express, 2005) é a
primeira aplicagdo para mapeamento de QTL em populagdes exogamicas com 0 uso
de uma interface na Internet”. Sdo necessarios para a analise trés arquivos contendo:
o mapa de marcadores, fen6tipos e genétipo dos marcadores; para realizacdo do
mapeamento de um ou de mdultiplos QTLs. Para populacbes derivadas de
cruzamentos, o modelo para o mapeamento de QTL pode ser especificado, em termos
de efeitos aditivos e de dominancia, com a opc¢ao de interacdo entre um QTL e um
efeito fixo. Também para populagbes exogamicas o modelo de QTL pode incluir efeito
gamético (imprinting). Além disso, sdo realizados testes de permutacdo, limiar de
significAncia das ligacbes para todo o0 genoma, e o procedimento de bootstrap para
estimar o intervalo de confianga dos QTLs.

4.1 Populacoes e delineamentos experimentais para estudos de mapeamento de
QTLs

Para desenvolver uma populacao para o mapeamento de QTL, as linhagens
parentais devem ter variacdo tanto no DNA quanto fenotipica. Quanto mais variacao,
mais facil sera encontrar marcadores informativos (polimérficos), que permitam tracar
eventos de recombinagdo para o mapeamento de QTL (Nones, 2004). Em aves e
suinos a maioria dos estudos de mapeamento de QTL tem sido realizada através de
cruzamentos de linhagens ou racas genética e fenotipicamente divergentes (De
Koning et al., 2003). Esta abordagem foi utilizada para mapear QTLs para uma grande
variedade de caracteristicas em suinos (Knott et al., 1998; De Koning et al., 1999 e
2001), frangos (Van Kaam et al., 1999 a e b; Calborg et al., 2004; Jennen et al, 2005,
Ikeobi et al., 2002 e 2004) e codornas (Minvielle et al., 2005).

Segundo Ledur e Bertani (2002), sdo poucas as populacdes para estudos de
QTL em galinhas no mundo. Os cruzamentos mais utilizados sdo:

1. Entre linhagens de postura e corte (Ledur et al., 2000; Hamoen et al.,
2001; Ikeobi et al., 2002; Sewalen et al., 2002; Calborg et al., 2004),



2. Entre linhagens de postura: Buitenhuis et al. (2004), utilizaram duas
linhagens com comportamentos divergentes; Siwek et al. (2004),
trabalharam com linhagens de respostas imunoldgicas diferentes,

3. Entre linhagens de corte: Van Kaam et al. (1998), utilizaram uma
linhagem paterna selecionada para crescimento e uma linhagem
materna selecionada para caracteristicas reprodutivas; Zhu et al.
(2003), trabalharam com linhagens diferentes quanto a resisténcia a
coccidiose e doenga de Marek; Jennen et al. (2004), utilizaram uma
populacao derivada da raga White Plymouth Rock, com caracteristicas
divergentes para gordura.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Suinos e Aves em
colaboracdo com a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq)
desenvolveram uma populagdo experimental de aves a partir do cruzamento de uma
linhagem de corte e uma de postura. Essa populagdo contribui para elucidar
diferengas na expressao génica e nos efeitos de QTLs, bem como possibilita estudos
sobre efeito materno, citoplasmatico, ligado ao sexo e efeito gamético (gametic
imprinting) (Ledur et al., 2000).

Nesta populagdo experimental brasileira estdo sendo realizados estudos de
mapeamento de QTLs. Nos cromossomos 1 a 5 foram mapeados QTLs para as
caracteristicas de: peso vivo, consumo de ragéo, carcaga e peso de 6rgaos (Nones et
al., 2006; Baron, 2004 e Ruy, 2004). Nos cromossomos 6, 7 e 8 foram mapeados
QTLs sugestivos para: caracteristicas de crescimento, consumo de racao, peso da
moela e dos pés (Moura et al., 2006).

Grande numero de delineamentos experimentais e de metodologias estatisticas
tem sido proposto para se detectar QTLs. Todos os delineamentos sugeridos tém
varios elementos em comum. Considera-se que um loco de caracteristica quantitativa
esteja ligado ao loco de um marcador com a freqiéncia de recombinagédo r. Para
simplificar, pressupde-se que apenas dois alelos estdo segregando na populagéo para
ambos os locos, do marcador M e do QTL Q. Os genétipos dos marcadores podem ser
denominados M1M1, M1M2 e M2M2. Os gendétipos do QTL podem ser denominados
Q1Q1, Q1Q2 e Q2Q2. Desde que M e Q estejam ligados, aquelas progénies que
receberem M1 também receberdo Q1, enquanto que aquelas que receberem M2,
também receberdao Q2, exceto pelos individuos recombinantes. Dessa forma, o efeito
do QTL pode ser detectado pela comparagao das médias dos grupos de progénie que



receberem alelos marcadores alternativos dos pais heterozigotos (Regitano e
Coutinho, 2001).

Para a identificacdo de QTL geralmente sao utilizados dados provenientes de
cruzamentos entre linhagens ou ragas endogamicas, ou de populacdes chamadas de
segregantes ou exogamicas, como ocorre na maioria dos animais domésticos. A
andlise de registros de cruzamentos entre linhagens endogamicas apresenta algumas
vantagens, como o conhecimento dos genoétipos dos parentais, da fase de ligagao e do
nuamero de alelos do suposto QTL (Silva et al., 2005). Segundo Hocking (2005), o
delineamento experimental para a identificagdo de QTL para caracteristicas de
producéo é tipicamente uma populacéao F2, do cruzamento de duas linhagens com 250
a 700 aves.

4.2 Métodos estatisticos para deteccao de QTLs

Para o mapeamento de QTL é necessario um grande numero de testes
estatisticos e diferentes métodos podem ser utilizados. Lander e Botstein, em 1989,
desenvolveram o método por intervalo através da andlise de dois marcadores
adjacentes na forma de um intervalo. Esta abordagem baseia-se na estimativa de
maxima verossimilhanca dos parametros de freqiéncia de recombinagédo, ordem dos
marcadores e magnitude do efeito. O teste de hipdtese é feito com o método de LOD
(kkelihood of odds) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Haley e Knott (1992) demonstraram que uma andlise de quadrados minimos
pode ser usada no mapeamento de intervalo, pois fornece testes estatisticos e
estimativas muito similares as obtidas pelo método de maxima verossimilhanca,
permitindo a utilizagdo de modelos mais complexos com menor demanda
computacional. Segundo Haley et al. (1994), a desvantagem de se utilizar a méaxima
verossimilhanga no mapeamento de intervalos € a sua complexidade computacional, o
que dificulta as analises simultaneas de vérios QTLs ligados, interagdes entre QTLs,
efeitos de QTLs nado ligados e efeitos fixos. Mas isso é discutivel, em virtude dos
modernos computadores disponiveis para analises. O que dificulta as analises de
QTLs para populagbes exogamicas € a falta de softwares desenvolvidos; um dos
disponiveis é o QTL Express (QTL Express, 2005) o qual utiliza o método da

regressao linear.



Os modelos de analise mais utilizados para populagées exogamicas sao os de
meio-irmaos (half-sib) (De Konning et al., 1998 e 2003) ou F2 (line cross) (Alfonso e
Haley, 1998). A analise de meio-irmaos nao faz suposicao de fixacao dos alelos do
QTL nas linhagens parentais, diferente do modelo de F2, quando os alelos estdo
supostamente fixados (De Konning et al., 2001).

4.3 Niveis de significancia

O nivel de significancia para declarar a existéncia de um QTL pode ser
expresso na forma de valor de LOD, que indica na escala logaritmica, a razao entre a
probabilidade dos dados observados terem surgido assumindo a presenca de um QTL,
sobre a probabilidade de sua auséncia. Um QTL é significativo quando o LOD excede
o0 escore de trés, ou seja, indica que esta probabilidade € aproximadamente 1000
vezes maior (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os niveis de significancia podem ser analisados de diferentes formas, seguindo
outros critérios, como mostram alguns trabalhos, como o publicado por Lander e
Kruglyak (1995). O apropriado limiar de significancia da ligacao deve ser declarado e
pode ser calculado em funcédo do tamanho do genoma e do nimero de cromossomos
(Slate, 2005). Hocking (2005) afirma que: “a maioria dos autores utiliza niveis de
significancia baseados no critério sugerido por Lander e Kruglyak (1995)”.

Segundo Lander e Kruglyak (1995), uma ligacao sugestiva € a evidéncia
estatistica esperada de encontrar um QTL aleatoriamente numa varredura genémica
completa. Ligacao significativa € a evidéncia estatistica esperada de ocorrer 5% e
ligacdo altamente significativa a evidéncia estatistica esperada de ocorrer 1% na
varredura gendmica. Os resultados de uma ligacdo sugestiva devem ser
acompanhados de um aviso sobre sua natureza ténue e, devem ser confirmados em
outros estudos, nos quais conjuntos de dados antigos e novos sdo combinados para
verificar se uma evidéncia significativa de ligacdo pode ser encontrada.



4.4 Problemas e limitacoes no mapeamento de QTLs

Andersson e Georges (2004) afirmam que a identificacdo de genes e mutagdes
que causam um QTL é problematica por algumas razdes. Primeiro € dificil determinar
a localizagdo exata de um QTL: estes sédo freqientemente mapeados em regides
cromossOmicas de 20 cM, que podem conter centenas de genes. Segundo: a maioria
dos QTLs possui um efeito fenotipico ameno, portanto as mutagcdes que os causam
sao dificeis de serem diferenciadas de polimorfismos neutros. A estimativa da
localizacao de um QTL é muito imprecisa para serem feitas inferéncias se 0 mesmo
QTL esta segregando em diferentes popula¢des (Hocking, 2005). Além disso, nao
apenas falsos QTLs podem ser identificados, mas também reais QTLs podem ser
perdidos na varredura do genoma (Slate, 2005).

Muitos fatores podem alterar o poder de um experimento de QTL: tipo e
namero de marcadores, delineamento experimental, nimero de animais da populacéo.
Em experimentos empregando menos de 300 animais havera dificuldade para
estimagado dos efeitos do QTL; quanto maior o niumero de animais, melhor serd a
deteccdo de QTL. Alfonso e Haley (1998) afirmam que a fragdo total da variancia
fenotipica explicada por um QTL é o mais importante fator influenciando ou néo a
deteccéo.

Segundo Weller (2001), o principal problema é o tamanho relativamente
pequeno das amostras da maioria dos experimentos em mapeamento de QTLs. Na
maioria dos casos cujos efeitos do QTL ndo foram encontrados, o poder foi muito
pequeno para encontrar QTL segregando numa magnitude razoavel. As limitagcbes em
identificar a posicao e efeito de um QTL residem em mensurar e genotipar populacoes

de tamanho limitado (Erickson et al., 2004).

4.5 Aplicacoes do mapeamento de QTLs e selecao assistida por marcadores
(MAS)

Segundo Dekkers (2004), existem QTLs que ja estdo sendo utilizados em
populacdes animais comerciais, como exemplos: para caracteristicas de crescimento e
composicao de carcagca em suinos (Monsanto, EUA) e gado de corte (Genetic
Solutions, Austrdlia); e para caracteristicas de composicao do leite em gado leiteiro.

Segundo Ikeobi et al. (2002), a identificacao e uso de QTLs em programas de selegao



oferecem o potencial para um rapido ganho genético, particularmente em
caracteristicas dificeis de serem mensuradas. Enquadram-se neste grupo as
caracteristicas reprodutivas, de carcaca, resisténcia a doencas e longevidade
produtiva. Identificar QTLs associados com caracteristicas de carcaca é interessante
porque a maioria destas caracteristicas ndo pode ser mensurada em animais vivos,
por isso a utilizacdo de QTL ira facilitar a selegéo (Van Kaam et al., 1999b).

O préximo passo para experimentos de mapeamento de QTL é o mapeamento
fino de regides contendo QTLs de interesse, que requer mapas mais densos
(Crooijmans et al., 1997). Depois de obtermos maiores informacdes sobre os efeitos
dos QTLs e suas localizacbes, é possivel a utilizacdo destes dados na selecao
assistida por marcadores (MAS — marker assisted selection), juntamente com o0s
métodos tradicionais de sele¢cdo. Um fator importante que deve ser considerado é
interagdes entre QTLs. Existem evidéncias que interacdes epistaticas entre QTLs séo
importantes efeitos nas caracteristicas muiltifatorias (Andersson e Georges, 2004).
Essas interacdes ainda sao pouco estudadas; no estudo de Calborg et al. (2004), foi
realizado um mapeamento de pares de QTLs que interagem entre si para
caracteristicas de crescimento. No cromossomo 13 houve interacdes epistaticas
significativas com os QTLs encontrados nos cromossomos 1, 2 e 8.

Segundo Dekkers (2004), algumas das primeiras aplicacbes da MAS em
animais de producao foi a selecdo de aves resistentes a doengas, usando testes de
Elisa para detec¢ao do grupo sanglineo B e a selegcao de suinos sem o problema da
sindrome do estresse suino, através da detecgdo do gene do halotano.
Posteriormente, outros testes genéticos foram desenvolvidos para a selegao de
animais, como para a exclusdo de genes que causam problemas genéticos, ou para
adicdo de alelos que conferem caracteristicas favoraveis, como o teste do gene
receptor do estrogénio, que afeta o tamanho da leitegada em suinos.

Os efeitos da MAS s&o dificeis de serem quantificados, principalmente em
condigcbes experimentais, devido as diferencas entre os estudos. O sucesso da
aplicagao da MAS néo é claro e depende da habilidade de integracao das informacoes
dos marcadores na selecdo com os programas de melhoramento genético (Dekkers,
2004).



5 Trabalhos de mapeamento de QTLs em Gallus gallus

Existem diversos trabalhos de mapeamento de QTL em galinhas para
caracteristicas de desempenho e carcaca. Autores mapearam QTLs para
caracteristicas de consumo de alimento, peso corporal, crescimento, rendimento de
carcaca, cor da carne, deposicdo de gordura, comportamento, musculatura, producéo
e caracteristicas de ovos (Van Kaam et al., 1998, 1999 a, b; Tatsuda e Fujinaka, 2001;
McElroy et al., 2002; Sewalen et al., 2002; Hocking e Burt, 2003; Kerje et al., 2003;
Buitenhuis et al., 2003 e 2004; Ikeobi et al., 2002 e 2004; Sasaki et al., 2004).

Os principais trabalhos encontrados na literatura cujos autores mapearam
QTLs (significativos ou sugestivos) no cromossomo 11 estdo enumerados na Tabela 2,
e para o cromossomo 13 na Tabela 3. Podemos observar o nimero de marcadores
utilizados para cada cromossomo (quando esta informacao estava disponivel), numero
de animais envolvidos no estudo (F2) e a porcentagem da variancia fenotipica
explicada pelo QTL.

Sasaki et al. (2004) buscaram QTLs em uma populagdo oriunda de
cruzamentos de aves White Leghorn e Rhode Island Red para caracteristicas de peso
corporal, produgdo e diversas caracteristicas de ovos. Foram detectados QTLs
significativos nos cromossomos 4, 11, 27 e Z e varios sugestivos. Em outro trabalho,
Kerje et al. (2003) mapearam QTLs para caracteristicas de peso corporal, crescimento
em diferentes idades (1-8, 8-46, 46-112 e 112-200 dias) e peso de ovos. Utilizaram
105 microssatélites, com a média de 24,3 cM de distadncia entre eles. Foram
empregados quatro marcadores para o cromossomo 11 e dois para o 13. Encontraram
QTLs significativos para os cromossomos 1 a 5,7, 8, 11, 12, 14, 23,27 e Z.

Jennen et al. (2004) estudaram as caracteristicas de peso corporal, peso e
porcentagem da gordura abdominal em galinhas nas idades de 7, 9 e 10 semanas.
Foram mapeados 26 QTLs em diversos cromossomos e trés QTLs no cromossomo
13. Sewalen et al. (2002) estabeleceram uma populagcédo F2 a partir de cruzamentos
entre uma linhagem paterna de corte e uma linhagem de poedeiras. Utilizaram 101
marcadores microssatélites para o mapeamento de QTL associados ao peso corporal
as 3, 6 e 9 semanas de idade. Foram identificados QTLs significativos nos
cromossomos 1, 2, 4, 7, 8, 13, 27 e Z. Em uma outra populagao F2, sete QTLs com
5% de significancia no cromossomo, foram mapeados no cromossomo 13 para
caracteristicas de crescimento e carcaca. Todos estes QTLs estao localizados a 15 cM
(McElroy et al., 2002).



No estudo de lkeobi et al. (2002) foi analisada a maioria dos cromossomos,
para a identificacdo de QTLs associados a peso da gordura abdominal, peso da
gordura da pele e distribuicdo de gordura. Foram mapeados QTLs significativos nos
cromossomos: 1, 3, 5, 7, 13, 15 e 28. Utilizando a mesma populagéo, lkeobi et al.
(2004) identificaram 30 QTLs significativos nos cromossomos 1 a 9, 13, 27 e Z para
11 caracteristicas de carcaca. Em outro trabalho de identificacdo de QTLs em aves,
mas envolvendo o comportamento das mesmas as 5 e 29 semanas de idade, foi
encontrado um QTL sugestivo para freqiiéncia de defecagcdo no cromossomo 11
(Buitenhuis et al., 2004).

O Capitulo 2, denominado MAPEAMENTO DE LOCOS DE
CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS ASSOCIADOS A DESEMPENHO E
CARCACA NOS CROMOSSOMOS 11 E 13 DE Gallus gallus, apresenta-se
de acordo com as normas para publicacdo na revista Genetics and Molecular
Biology. O objetivo deste trabalho foi identificar locos controladores de
caracteristicas quantitativas (QTLs) nos cromossomos 11 e 13 de
galinhas (Gallus gallus) para caracteristicas de desempenho e carcaca.
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Tabela 1 — Estimativa das exportacées de carne de frango de 2002 a 2005

Exportacoes de Carne de Frango
[em 1.000 toneladas (*)]

Pais 2002 2003 (1)2004 (2)2005
Brasil 1.577 1.916 2.451 2.595
Estados Unidos 2.180 2.232 2.163 2.279
Unido Européia 877 760 824 830
Tailandia 465 528 215 270
China 438 388 241 250
Argentina 23 39 75 90
Canada 84 76 70 75
Emirados Arabes 37 40 40 42
Ardbia Saudita 20 25 25 25
Australia 15 15 16 15
Qutros Paises 31 27 21 26
Total Mundial 5.751 6.051 6.148 6.507

Notas: (1) Dados Preliminares (2) Previsao (*) Carne in natura com 0sso
Fonte: USDA (Avicultura Industrial, 2005).
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Figura 1 — Representacao esquematica do cariétipo de Gallus gallus (os cromossomos e
grupos de ligacbes em preto sdo os que possuem seqliiéncias disponiveis) (NCBI Map
Viewer, 2005)
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Figura 2 — Mapas Consenso dos cromossomos 11 e 13 de Gallus gallus (ARKdb, 2006)
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Mapeamento de locos de -caracteristicas quantitativas associados a
desempenho e carcaca nos cromossomos 11 e 13 de Gallus gallus

Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar locos controladores de caracteristicas
quantitativas (QTLs) nos cromossomos 11 e 13 de galinhas (Gallus gallus) para
caracteristicas de desempenho e carcaga. A partir do cruzamento entre uma linhagem de
corte e uma de postura, foi gerada a populacao experimental F2 na Embrapa Suinos e
Aves. Foram avaliadas as seguintes informacdes fenotipicas: peso ao nascer, peso aos
35, 41 e 42 dias, ganho de peso, consumo de racao, eficiéncia e conversao alimentar
dos 35 aos 41 dias e valores de hematdcrito. As carcagas foram evisceradas e avaliados:
o comprimento do intestino, peso dos pulmdes, do figado, do coracdo e da moela.
Foram obtidos ap6s quatro horas de resfriamento: peso da carcaca, gordura abdominal,
peso de partes: peito, coxas, dorso, asas, cabeca e pés. Quatro e cinco marcadores
microssatélites dos cromossomos 11 e 13, respectivamente, foram genotipados num
total aproximado de 330 animais F2 em quatro familias de irmaos-completos. Os mapas
de ligacao para ambos os cromossomos foram construidos e a andlise de mapeamento
de QTLs baseada no modelo genético de F2 foi realizada. No cromossomo 11 foram
mapeados dois QTLs sugestivos: para peso de pés e de moela, ambos posicionados no
intervalo entre ADL0123 e ADL0210. No cromossomo 13 foi mapeado um QTL sugestivo
para peso de coragao posicionado no intervalo entre MCW0110 e MCW0104.



Mapping quantitative trait loci for performance and carcass traits on
chromosomes 11 and 13 of Gallus gallus

Abstract

The objective of this study was to identify quantitative trait loci (QTLs) for performance
and carcass traits in chicken (Gallus gallus) chromosomes 11 and 13. From the
crossbreeding of a broiler and a layer line, an F2 experimental population was generated
at the Embrapa Suinos e Aves. The following phenotypic data were recorded: body
weights at birth, 35, 41 and 42 d; weight gain, feed consumption and feed conversion
from 35 to 41 d; weights of carcass, carcass parts, organs and abdominal fat, hematocrit
and length of intestine. Four and five microsatellite markers from chromosomes 11 and
13, respectively, were genotyped in approximately 330 F2 chickens from four full-sib
families. The linkage maps for both chromosomes were constructed and the QTL
mapping analyses were carried out based on an F2 genetic model. Two suggestive QTLs
were mapped to chromosome 11: for feet and gizzard weights, both located in the interval
between ADL0123 and ADL0210. On chromosome 13 one suggestive QTL for heart
weight was detected in the interval between MCW0110 and MCWO0104.



Introducao

A galinha (Gallus gallus) é o mais importante animal de produgéao do mundo, além
disso, € muito utilizado como modelo de pesquisa para doengas humanas e estudos de
comportamento animal. O total da populagdo mundial de galinhas é cerca de 30 bilhdes
(Jensen, 2005).

A avicultura é uma atividade de grande importancia socioeconémica em todos
continentes. No Brasil, esta atividade vem se consolidando como uma das mais
competitivas e tecnificadas do cenério internacional. Em 2004 o Brasil passou a ser o
maior exportador mundial de frangos (Unido Brasileira de Avicultura, 2005). O
desenvolvimento desta atividade foi possivel devido a melhorias nas instalacoes,
nutricdo, manejo, sanidade e, principalmente devido aos progressos obtidos pelo
melhoramento genético (Ledur et al., 2003).

Caracteristicas economicamente importantes para animais de produgédo, como:
peso vivo, produgdo e qualidade de carne, resisténcia a doengas, gordura, entre outras,
séo reflexos do conteudo genético (gendtipo), mais as influéncias ambientais, resultando
no fendtipo. Um ambiente préximo do ideal deve ser proporcionado para que eles
possam apresentar 6timo desenvolvimento em curto periodo de tempo. Pelos métodos
tradicionais de melhoramento a selegdo é baseada no fenétipo, que nem sempre é um
reflexo do gendtipo.

O desenvolvimento da biologia molecular propiciou a utilizagdo de novas
ferramentas para uma melhor compreensao da variacdo genética das espécies. Através
das técnicas moleculares esta sendo possivel descobrir mecanismos de expressao
génica, localizagao de genes ou regides cromossOmicas responsaveis por caracteristicas
importantes; para que seja realizada uma sele¢cdo mais precoce e precisa, fundamentada
no gendtipo do animal. Essas novas tecnologias devem ser complementares as técnicas
tradicionais de melhoramento genético, e os resultados poderdo nao ser de aplicagéo
imediata, sendo ainda necesséarios mais estudos para sua validagao.

Os mapas genéticos que recentemente foram publicados para galinhas (Groenen
et al., 2000; Schmid et al. 2000), e os marcadores microssatélites sdo importantes
ferramentas que facilitam a deteccdo e localizacdo de locos controladores de
caracteristicas quantitativas (QTL). A disponibilidade de um mapa genético da galinha,
rico em informagbes sobre marcadores, permite a analise sistematica da natureza da
variacdo genética de caracteristicas economicamente importantes (Ledur e Bertani,
2002). Uma das maiores metas da pesquisa genémica de aves tem sido o mapeamento



de QTLs. A detecgao destes locos pode ser feita através da varredura de todo o genoma
com a utilizacdo de marcadores andénimos, ou através do estudo de polimorfismos de
genes candidatos.

A aceleracao do melhoramento genético e as melhorias das praticas de nutricao,
manejo e sanidade resultaram no aumento das taxas de crescimento do frango de corte
moderno, e também no aumento dos problemas de mortalidade causados por disturbios
metabdlicos, como a sindrome da morte subita, discondroplasia tibial e sindrome ascitica
(Berchieri Junior e Macari, 2000). Por este motivo, € fundamental uma melhor
compreensao das caracteristicas do coracao, pulmao, pernas e pés de aves, € 0s genes
ou regides (QTL) que as controlam para o melhoramento genético mais eficiente dos
frangos.

A Embrapa Suinos e Aves (Concérdia, SC) em colaboracdo com a Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalg/Piracicaba, SP), iniciou em 1999 o
Projeto Brasileiro de Genémica de Aves, cujo objetivo inicial foi 0 mapeamento de QTL
para caracteristicas de importancia econémica. Foi desenvolvida uma populagéao
experimental para estes estudos através do cruzamento de uma linhagem de corte e
uma de postura. Varias outras instituicoes estdo colaborando com este projeto: Embrapa
Soja, Embrapa Gado de Leite, Embrapa Pecuaria Sul, Agroceres, Instituto Roslin, UEL,
Universidade de Wageningen, US Poultry Genome Project e recentemente a Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/Botucatu, SP).

Nesta populagdo experimental brasileira estdo sendo realizados estudos de
mapeamento de QTLs. Foram mapeados QTLs nos cromossomos 1 a 5, para as
caracteristicas de: peso vivo, consumo de ragao, carcaga e peso de érgaos (Nones et al.,
2006; Baron, 2004 e Ruy, 2004). Nos cromossomos 6, 7 e 8 foram mapeados QTLs
sugestivos (Moura et al., 2006).

Este estudo tem o objetivo de identificar locos controladores de caracteristicas
quantitativas (QTL) para desempenho e carcaga nos cromossomos 11 e 13 de Gallus
gallus.

Material e Métodos

Populacao experimental

Foi utilizada uma populagéo experimental desenvolvida pela Embrapa Suinos e
Aves, obtida a partir do cruzamento de machos de uma linhagem de corte (designada



TT) e fémeas de uma linhagem de postura (CC). A linhagem TT é uma linha macho,
cujo objetivo de selecdo € melhorar o peso corporal, conversdo alimentar, consumo de
ragao, rendimento de carcaca e partes, viabilidade, fertilidade e eclodibilidade; e reduzir
a gordura abdominal e doengas metabdlicas (Figueiredo et al., 2003a). A linhagem CC
foi originada da raca White Leghorn, para melhorar a produgdo de ovos, peso e
qualidade do ovo, conversdo alimentar, viabilidade, maturidade sexual, fertilidade,
eclodibilidade e reducdo do peso corporal (Figueiredo et al., 2003b). Estas linhagens
possuem caracteristicas divergentes, ou seja, quando é realizado um cruzamento entre
estas linhagens, obtemos uma populacéo ideal para estudos de mapeamento de QTLs.

Sete machos e sete fémeas de cada linhagem foram utilizados nos cruzamentos.
As aves foram mantidas em gaiolas individuais, com controle de pedigree, e 0s ovos
foram identificados para possibilitar 0 anelamento ao nascer dos pintos da primeira
geracao (F1). Esta geracdo foi formada de sete familias TC (cruzamento de machos de
corte e fémeas de postura) utilizada neste projeto.

Para a formacao da segunda geracao (F2) foram selecionados um macho e trés
fémeas ao acaso, de cada familia F1. Cada macho fertilizou trés fémeas, através de
inseminacao artificial, evitando-se acasalamentos préximos. A geracao F2 TC totalizou
2063 aves (cerca de 100 irmaos completos F2, por fémea), produzidos em 17
incubagdes, com intervalos de 15 dias durante quase oito meses. Podemos verificar a
estrutura populacional das familias TC na Tabela 4.

Essa populagéo foi anelada com controle de pedigree individual, e avaliada para
varias caracteristicas de desempenho e carcaga. As aves foram criadas como frangos de
corte recebendo ragdo a base de milho e farelo de soja, formulada para atender as
necessidades nutricionais em cada fase, e 4gua a vontade. As aves foram mantidas em
boxes coletivos até os 35 dias de idade, quando foram realizados a pesagem e
alojamento em gaiolas individuais para teste de conversao alimentar dos 35 aos 41 dias.

Colheita dos dados fenotipicos e amostras de sangue

As caracteristicas de desempenho medidas foram: peso ao nascer (PN), peso
aos 35 dias (P35), 41 dias (P41) e 42 dias (P42) de idade. O P42 foi mensurado apés
seis horas de jejum e transporte para o abate. Foram avaliados também: ganho de peso
do nascimento aos 35, 41 e 42 dias e dos 35 aos 41 dias; consumo de racéo, conversao



alimentar e eficiéncia alimentar dos 35 aos 41 dias de idade e valores de hematdcrito
(porcentagem de gldbulos vermelhos no volume sanguineo total).

As carcagas foram evisceradas e medidas: comprimento do intestino (delgado e
grosso), peso dos pulmdes, do figado, do coracdo e da moela. As seguintes
caracteristicas de carcaca foram obtidas apds quatro horas de resfriamento: peso da
carcaca (peso da carcagca sem visceras, pés e cabeca), gordura abdominal e peso de
partes: peito (com 0sso e pele), coxas (peso das coxas e sobrecoxas), dorso (peso da
carcaga sem peito, asas e coxas), asas, cabecga e pés.

Foram utilizadas as caracteristicas: porcentagem de peito (peso do peito / P42),
porcentagem de carcaca (peso da carcaca / P42) e porcentagem de gordura na carcaca
(peso da gordura abdominal / P42).

Todos os dados fenotipicos estdo armazenados em um banco de dados do Setor
de Melhoramento de Aves da Embrapa Suinos e Aves. Amostras de sangue foram
colhidas em tubos contendo EDTA 10% e armazenadas em freezer a -80° C. Foram
colhidos dos animais da geracao parental 5 mL de sangue da veia braquial divididos em
trés colheitas durante trés semanas (aproximadamente 1,6 mL/semana). Dos animais F1
e F2 o sangue foi colhido no abate apds as aves serem decapitadas. O término dos
abates ocorreu em agosto de 2000 e a organizacao e separacao de aliquotas do sangue
foram feitas até margo de 2001. Parte das aliquotas foi levada para a Esalq, e o restante
foi mantido como um banco de sangue na Embrapa para futuras pesquisas.

Extracao e quantificacao de DNA

No Laboratério de Biotecnologia Animal (Esalqg) foram realizadas as extragdes de
DNA de diversas amostras do sangue das aves para os projetos de mapeamento de
QTL. Os eritrocitos de aves sao nucleados, sendo assim, maior quantidade de DNA é
obtida na extracao a partir de sangue, quando comparada a mamiferos.

Dos animais F2, ndo foi necesséario extrair DNA, uma vez que para outros
projetos (cromossomos 1 a 5), foram extraidas quantidades suficientes de DNA. Um total
de 16 animais parentais e F1 tiveram seus DNAs extraidos.

Primeiramente foi utilizado o protocolo de extragdo com o detergente de
guanidina (DNAzol ®') (Anexo |). Mas, para algumas amostras, foi necessério utilizar o
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protocolo com Proteinase K (Anexo 1), j& que delas resultou quantidade insuficiente de
DNA quando realizada a extragcdo com o detergente de guanidina. O DNA foi
quantificado no espectrofotdbmetro (HITACHI, modelo U-20000). Depois da quantificacao,
foi feito o calculo de diluicdo para que todas ficassem com a mesma concentragao
padronizada de 20 ng de DNA/pl.

Amplificacao dos marcadores microssatélites

O Laboratério dispunha de alguns pares de primers doados pela Michigan State
University através do projeto “Chicken Genome Project’. Alguns destes foram
inicialmente testados, mas posteriormente outros foram adquiridos. Para o cromossomo
11 foram selecionados inicialmente: LEI0143, ADL0123, ADL0210 e MCW0230. Para o
cromossomo 13 foram inicialmente testados seis marcadores: ADL0147, LEI0251,
MCW0213, MCW0244, MCW0322 e MCW0104 (Tabela 5).

Para as amplificagbes dos marcadores microssatélites foram utilizadas reacgoes
de PCR contendo 20 ng/ul de DNA gendmico, as quais tiveram volume final de 25 ul e
incluiram solugdo tampao, MgCl, (cloreto de magnésio), dNTPs, iniciadores (primers)
direto e reverso e 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Anexo lll). Primeiramente, foi
feito um gradiente de temperatura para cada marcador microssatélite: depois de
verificada a temperatura de anelamento recomendada deste marcador” foi escolhida uma
variagcdo de seis graus a mais e seis a menos. O programa utilizado no termociclador
esta no Anexo IV.

Depois da reagao de PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 2%,
acompanhadas do marcador de peso molecular ¢X174 RF DNA/ Hae Il na primeira
canaleta para visualizagdo do tamanho aproximado dos fragmentos. Nem sempre a
temperatura de anelamento indicada® foi a ideal, pois houve muita variagcdo. Além da
temperatura, também foi verificada a concentragéo de cloreto de magnésio. No caso da
existéncia de muitas bandas inespecificas, primeiro foi alterada a temperatura e depois a
concentracdo do cloreto de magneésio.

? Obtida nos catalogos do marcador ou em ARKdb, 2005.



Genotipagem

As quatro familias de irmaos completos TC (F2) com o maior numero de
marcadores informativos na genotipagem seletiva dos cromossomos 1 a 5 (Baron et
al. 2003; Nones et al. 2003 e Ruy et al. 2003) foram selecionadas para a genotipagem
neste estudo. A genotipagem foi desenvolvida em duas etapas. Inicialmente foram
genotipados 8 animais parentais (TT e CC) e oito da geracao F1 para cada marcador.
Depois de verificado se os marcadores eram informativos ou nao, foi feita uma
segunda genotipagem, com de cerca de 90 animais da geracdo F2 de cada uma

destas mesmas quatro familias.

Um genotipador MegaBACE® foi utilizado na andlise dos fragmentos e
identificacao dos alelos. Apesar da amplificacdo de cada marcador ter sido individual, as
genotipagens foram feitas a partir da mistura do produto amplificado de trés a quatro
marcadores, de acordo com o tamanho e a fluorescéncia do primer, juntamente com o
padrdo interno (ET-ROX 400)°. O programa para representacdo grafica dos picos de
fluorescéncia e determinacdo do tamanho dos fragmentos foi o Genetic Profiler’. Todos

0s picos e tamanhos foram conferidos manualmente.

Mapas de ligacao

Os mapas de ligagdo dos cromossomos 11 e 13 foram construidos pelo método
da maxima verossimilhanga com o auxilio do programa CRIMAP (Green et al., 1990),
que utiliza a funcao de Kosambi para transformar a fracao de recombinacdo em distancia
de mapa em cM. Para isto, as informacdes de parentesco e gendtipo dos marcadores
foram digitadas em arquivo de editor de texto.

Os seguintes procedimentos do programa foram empregados: a) twopoint, o qual
estima as fracoes de recombinacdo entre os marcadores, dois a dois; b) build, que
constréi o mapa de ligagédo, iniciando com os dois marcadores mais informativos e
inserindo os demais nas suas respectivas posi¢oes; c) flips, que confere o valor de LOD,

alterando a posicado de pares de marcadores enquanto os outros permanecem fixos, e
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gera valores de verossimilhanga correspondentes; d) chrompic, que mostra a fase de
ligagdo dos marcadores alinhados no cromossomo para cada individuo. Esta ultima
opgao permitiu identificar os individuos com duplas e triplas recombinagdes, os quais
tiveram seus dados genotipicos conferidos, evidenciando possiveis erros. O programa
utiliza como default o LOD trés, que implica que a hipétese dos marcadores estarem
ligados é 1000 vezes mais provavel que a de nao estarem. Apds a obtencdao dos mapas,
eles foram desenhados com o auxilio do programa Mapchart (Voorrips, 2002), para uma

melhor visualizagdo dos marcadores e suas respectivas distancias.

Anadlise de Mapeamento de QTLs

O método de mapeamento de QTL por intervalos, proposto por Haley et al.
(1994), que emprega regressao linear e estimacdo de quadrados-minimos, foi
implementado utilizando-se o programa QTL Express (Seaton et al., 2002, QTL Express,
2005). Uma das opcoes do programa é o delineamento genético F2, desenvolvido para
pedigree de trés geracdes e andlise de QTL a partir do cruzamento de linhagens nao-
endogamicas. Trés arquivos de dados foram necessarios para possibilitar a andlise: um
de gendtipos dos marcadores, outro do mapa de ligacao e o terceiro de fenétipos.

Os dados fenotipicos foram previamente submetidos a uma analise estatistica
exploratéria. O modelo incluiu os efeitos fixos de incubacao, sexo, mae, interacdes e
as covariaveis (PN, P35 e P42). A covariavel PN para as caracteristicas: P35, P41,
P42, ganho de peso do nascimento aos 35, 41 e 42 dias. A covariavel P35 dias para
as caracteristicas: ganho de peso, conversdao alimentar, consumo de racdo e
eficiéncia alimentar, todas dos 35 aos 41 dias. A covariavel P42 dias para as
caracteristicas restantes (carcaga, partes, 6rgaos e valores de hematécrito). Para as
caracteristicas: peso ao nascer, porcentagens de gordura, peito e carcaca nao foram

empregadas covariaveis.

Em seguida, todas as caracteristicas foram pré-ajustadas para o efeito de
incubacao. Ajustes para os efeitos das intera¢des duplas entre incubagéo, sexo e mae
foram efetuados somente quando significativos. Os residuos desta andlise foram
empregados na analise de mapeamento de QTL. Os efeitos de sexo e mae e
covariavel, quando significativos, foram incluidos posteriormente, no modelo de

analise de mapeamento de QTL para cada caracteristica.



Na primeira etapa da andlise de QTL, a probabilidade de um individuo F2 possuir
cada um dos possiveis gendtipos do QTL foi calculada condicionalmente a cada cM, na
dependéncia do gendtipo dos marcadores. A seguir, um modelo linear para os efeitos
aditivos e de dominancia de um QTL numa dada posicao foi ajustado por quadrados-
minimos, para cada caracteristica.

O efeito aditivo € definido como sendo metade da diferenca do valor fenotipico
entre os individuos F2 homozigotos para os alelos originarios da linhagem TT e CC,
enquanto o efeito de dominancia corresponde a diferenga entre o valor fenotipico dos
heterozigotos e a média dos dois homozigotos (De Koning et al., 1999). Segundo Haley
et al. (1994) o coeficiente aditivo de um QTL para um individuo é a diferenca entre a
probabilidade condicional de dois QTLs homozigotos, e o coeficiente de dominancia é
igual a probabilidade condicional do individuo possuir um QTL heterozigoto.

O modelo genético F2 (line cross) pressupde que o QTL tenha alelos
alternativos fixos nas linhagens fundadoras de corte e de postura, apesar delas
poderem compartilhar alelos dos marcadores. Caso o teste estatistico F na analise
inicial excedesse o valor limiar (threshold), as interagdes do QTL com os efeitos fixos
de sexo e familia foram testadas.

Os niveis de significAncia cromossémico (5%) e gen6mico foram empregados,
controlando-se, no ultimo caso, a taxa de Erro Tipo | (falso positivo), pois para detectar
QTLs um grande numero de testes é necessario. Como estes testes ndo séo
independentes, obtém-se um nivel de significancia que pode gerar falsos QTLs. Para
reduzir este problema o nivel de significancia no cromossomo foi calculado para obter o
nivel de significancia genémico desejado, proporcional a contribuicdo do cromossomo
para o comprimento total do genoma autossémico, como sugerido por De Koning et al.
(1999) e Tuiskula-Haavisto et al. (2002). Esta probabilidade foi calculada pela seguinte
equacao seguindo a corregao de Bonferroni:

P

(genomico)

_ 1/r
=1- (1 o P(cromossomo))

Onde r € a contribuicdo de um cromossomo, obtida dividindo-se o comprimento
do cromossomo (ou segmento) estudado pelo comprimento do genoma autossémico. A
partir de 10.000 permutacées realizadas na analise de QTL, foram obtidos
empiricamente, segundo Churchill e Doerge (1994), os valores de F que correspondiam



aos niveis de significancia sugestivos e 5% de detectar QTL em algum lugar em todo o

genoma, para cada caracteristica.

Resultados

Amplificacoes por PCR

No cromossomo 11, os quatro marcadores microssatélites testados produziram
boa amplificacdo, mas foram necessarios ajustes na temperatura de anelamento e na
concentragdo de cloreto de magnésio. No cromossomo 13, dos marcadores testados
inicialmente (ADLO147, LEI0251, MCWO0213, MCW0244, MCW0322 e MCWO0104)
apenas trés amplificaram — ADL0147, LEI0251 e MCWO0104. Os iniciadores que néo
produziram produto de PCR foram descartados. Além disso, foram adquiridos os
marcadores: MCWO0110 e MCWO0213, para uma melhor cobertura no mapa.

Para os iniciadores que amplificaram também foram realizados testes de
gradiente de temperatura, e quando apresentaram bandas inespecificas na visualizagao
do gel de agarose, foram feitos ajustes nas concentra¢des de cloreto de magnésio. Para
o marcador MCWO0104 foram realizados varios testes para se chegar a condigéao ideal.
Outros tiveram sua concentragao inicial de cloreto de magnésio alterada, como exemplo
os marcadores LEI0143 e o MCWO0230; ja para os marcadores do cromossomo 13, a
concentragcdo de cloreto de magnésio nao precisou ser alterada. A temperatura de
anelamento para os marcadores variou de 55 a 68° C. Na Tabela 6 estdo as condigdes
de otimizagdo de PCR para os marcadores dos cromossomos 11 e 13.

Exemplos de géis de agarose mostrando os resultados das amplificagbes de

alguns marcadores estao no Anexo V.

Selecao dos marcadores informativos e genotipagens

Neste estudo foram genotipadas quatro familias de irmaos-completos, uma vez
que nos outros trabalhos realizados com esta mesma populagdo experimental (com os
cromossomos 1 a 5), elas se mostraram sempre informativas para os marcadores
analisados. As genotipagens foram feitas em duas etapas.

Na primeira etapa, os animais parentais e F1 foram genotipados com os
marcadores otimizados dos cromossomos 11 e 13. Foram genotipados 16 animais para
cada marcador, ou seja, os parentais TT e CC e os individuos da geracao F1. Na Tabela



7 encontramos o resultado das genotipagens dos animais das geracdes parental e F1
para todos marcadores. Os noves marcadores foram pelo menos parcialmente
informativos nas quatro familias, por isso foi realizada a segunda etapa da genotipagem
de cerca de 90 animais F2 de cada familia para todos os marcadores.
No Anexo VI podemos verificar as genotipagens de animais parentais com o
marcador LEI0143 (cromossomo 11) e, de um casal F1 para o LEI0251.
Todos os genoétipos foram conferidos e incluidos numa planilha Gnica para
cada cromossomo para construgdo do mapa de ligagdo. Os gendtipos que geraram
duvidas foram corrigidos. Apds a conferéncia e corregao dos gendétipos foi construido o

mapa de ligacdo para cada cromossomo.

Mapas de ligacao

Os mapas de ligacdo dos cromossomos 11 e 13 foram construidos com o auxilio
do programa Crimap (Green et al., 1990). As representagdes gréficas (Figuras 3 e 4)
foram obtidas com o software MapChart — versao 2,1 (Voorrips, 2002). As Figuras 3 e 4
mostram os mapas designados como Embrapa (obtidos neste estudo), e a direita 0 mapa
Consenso para fins de comparacao. As médias das distancias entre os marcadores dos
mapas Embrapa foram de 35,17 cM no cromossomo 11, e de 14,25 cM no cromossomo
13. Os numeros de meioses informativas totais, e de fase conhecida para cada marcador
estdo na Tabela 8.

O mapa do cromossomo 11 foi semelhante ao mapa Consenso, a ordem dos
quatro marcadores foi a mesma, e a extensdo do mapa obtido neste trabalho foi de 105,5
cM. A extensdo do mapa de ligagdo do cromossomo 13 foi de 57 cM, mas com a
ressalva de que € parcial, pois inicia-se a 22 cM do mapa Consenso e contém cinco
marcadores, enquanto que o Consenso, onze. A ordem dos marcadores foi a mesma do
mapa Consenso, com a exceg¢dao de dois marcadores: ADL0147 e MCWO0213, que
tiveram sua posicao invertida quando comparada ao mapa Consenso.

Analise estatistica exploratoria e ajuste dos dados fenotipicos

As estatisticas descritivas das 28 caracteristicas de desempenho e carcaca

avaliadas nas quatro familias de meio-irméos incluidas neste estudo sdo apresentadas



na Tabela 9. Os resultados das analises estatisticas exploratérias, resumidos na Tabela
10, foram utilizados tanto no ajuste dos dados fenotipicos para gerar os residuos a
serem empregados na andlise de mapeamento de QTL, como na definicdo do préprio
modelo de analise de mapeamento de QTL de cada uma das caracteristicas. Assim,
optou-se por pré-ajustar todas as caracteristicas para o efeito fixo de incubacao e para
as interacdes duplas entre os efeitos de incubacao, sexo e familia, quando significativas.
Ja os efeitos fixos de sexo, familia e da respectiva covariavel foram incluidos
posteriormente, no modelo de andlise de mapeamento de QTL, também somente
quando significativos.

Analise de Mapeamento de QTLs

As andlises de mapeamento de QTL para os cromossomos 11 e 13 foram
realizadas com o modelo F2 para as caracteristicas descritas nas Tabelas 9 e 10. Devido
a inversao dos marcadores no mapa de ligagcdo do cromossomo 13, optou-se por realizar
duas andlises de mapeamento de QTL para este cromossomo, utilizando o mapa
Embrapa e o Consenso.

Foram mapeados QTLs sugestivos inéditos na literatura nos cromossomos 11 e
13, porém nao foram mapeados QTLs com 5% ou 1% de significAncia no genoma. Nas
Tabelas 11, 12 e 13 encontram-se os valores de F da analise de mapeamento de QTL e
valores criticos de F para ligacdo sugestiva e 5% no genoma, levando-se em conta a
contribuigéo relativa do cromossomo. Na Tabela 11 estdo os valores obtidos para o
cromossomo 11; na Tabela 12 para o cromossomo 13, quando utilizamos o mapa de
ligagdo Embrapa, e na Tabela 13 para o cromossomo 13 com a utilizagdo do mapa

Consenso. Os valores de F foram semelhantes para as duas analises.

Cromossomo 11

Dois QTLs sugestivos inéditos foram mapeados para peso de moela € pés na
mesma regido (Figura 5). Um QTL significativo a 5% no cromossomo foi mapeado para
rendimento de carcaga. Todos estes QTLs foram mapeados no intervalo entre ADL0123
e ADL0210.

Os QTLs sugestivos mapeados para peso de moela e peso de pés explicam
2,98% e 2,87% da variancia fenotipica, respectivamente, e seus efeitos aditivos e de



dominancia, com o0s respectivos erros-padrdo encontram-se na Tabela 14. Para a
caracteristica de rendimento de carcaga foi mapeado um QTL significativo a 5% no
cromossomo que explica 1,59% de variancia fenotipica desta caracteristica (Tabela 14).

Cromossomo 13

Foi encontrado um QTL sugestivo para peso de coracédo localizado no intervalo
entre MCW0110 e MCWO0104, utilizando o mapa Embrapa (Figura 6) e também o mapa
Consenso (Figura 7). Foram mapeados apenas para a analise do mapa Consenso, QTLs
com 5% de significancia de efeito no cromossomo para as caracteristicas: P41, P42 e
ganho de peso aos 41 e 42 dias entre os marcadores ADL0147 e MCW0213 (Figura 7).
Para a anadlise utilizando o mapa Embrapa os valores foram muito semelhantes, porém

nao chegaram a ter efeito significativo a 5% no cromossomo (Figura 6).

O QTL sugestivo para peso do coracao explica 4,34% (mapa Embrapa) e
4,37% (mapa Consenso) da variancia fenotipica. Os efeitos aditivos e de dominancia
(Tabela 14) apresentam valores muito semelhantes para as duas analises. Para a
caracteristica peso do coracao, praticamente ndo ha efeito de dominancia, e o efeito
aditivo foi positivo. Para as demais caracteristicas o efeito aditivo e de dominancia foram

negativos.

Discussao

Mapas de ligacao

O mapa Embrapa do cromossomo 11 foi semelhante ao mapa Consenso, a
ordem dos marcadores foi a mesma (o primeiro nos dois mapas foi o LEI0143), mas a
extensao foi de 105,5 cM, enquanto que o mapa Consenso tem 88 cM. A diferenca de
extensao pode ser explicada pelas seguintes razdes: as populagbes experimentais sao
diferentes e utilizou-se apenas quatro marcadores microssatélites, enquanto que o mapa
Consenso contém oito marcadores; portanto as taxas de recombinagao foram diferentes
entres os mapas Embrapa e Consenso.

O mapa de ligacao do cromossomo 13 foi de 57 cM (parcial), enquanto que o
Consenso, 74 cM. A ordem dos marcadores foi a mesma, com excecao dos marcadores
ADL0147 e MCWO0213, os quais tiveram sua posicao invertida, o primeiro marcador do
mapa Embrapa é o ADL0147 a 0 cM que corresponde a 32 cM no mapa Consenso



(Figura 4). As mesmas razdes para as diferengas de extensdo entre os mapas se
aplicam neste caso.

Em outros estudos as extensdes dos mapas de ligagdo também divergem do
mapa Consenso, uma vez que Sa0 mapas parciais, como no trabalho de Jennen et al.
(2004) onde o mapa do cromossomo 13 foi de 54,8 cM, sendo que o primeiro marcador
utilizado foi MCW0104 e o ultimo MCW0213. Para o cromossomo 11 o mapa neste
mesmo trabalho foi de 99,7 cM, sendo o primeiro marcador o LEI0143, e o ultimo
MCWO0230. Nos dois casos os primeiros e Ultimos marcadores foram os mesmos
utilizados neste estudo, e o tamanho dos mapas obtidos, semelhantes aos obtidos neste

trabalho.

Sobre a inversao dos marcadores, nao podemos afirmar com certeza a razao,
mas podemos formular algumas hip6teses. O primeiro questionamento € se esta
inversao existe ou ndo na nossa populacao experimental, por se tratar de uma populagéao
diferente das utilizadas no mapa Consenso. Esta inversdao é possivel, porém pouco

provavel, pois 0 Consenso é aceito como referéncia por toda a comunidade cientifica.

O marcador ADL0147 envolvido na inversdao apresentou baixo numero de
meioses informativas, principalmente de fase conhecida, comparado aos outros
marcadores (Tabela 8); € um marcador pouco informativo nesta populacgdo, dificultando
seu posicionamento no mapa de ligagdo. Em contrapartida, o outro marcador que teve
sua posigao invertida (MCWO0213) foi muito informativo, com alto nimero de meioses
informativas. Adicionalmente, o intervalo entre estes dois marcadores foi pequeno,

dificultando seu posicionamento relativo pela proximidade de apenas 10,5 cM.

Uma tentativa de esclarecer esta duvida foi comparar (“blastar”) as seqiéncias
dos iniciadores destes dois marcadores com a seqiéncia do genoma da galinha (NCBI
Map Viewer, 2005) para comparar com a posicao relativa das seqléncias do
cromossomo 13. Para o marcador MCWO0213, os iniciadores direto e reverso se
localizam proximos a 982200 pares de base (pb). Para o marcador ADL0147 os
iniciadores direto e reverso localizam-se a aproximadamente 1077500 pb, e assim
podemos concluir que o marcador MCWO0213 estd localizado antes do marcador
ADLO0147 na seqléncia genémica do cromossomo 13, em concordancia com o mapa
Consenso. Porém devemos lembrar que estas seqiéncias sdao baseadas no
seqlienciamento do genoma de uma Unica fémea ancestral das galinhas, nao

necessariamente representando o genoma das atuais linhagens comerciais.



Analise de Mapeamento de QTLs

Cromossomo 11

Foram mapeados dois QTLs sugestivos inéditos para peso de moela e pés, além
de um QTL significativo a 5% no cromossomo para rendimento de carcaca; todos no
mesmo intervalo de marcadores (ADL0123 e ADL0210).

O QTL sugestivo para peso de moela apresenta efeito aditivo positivo (Tabela
14). O efeito aditivo positivo € uma indicagdo de que o alelo responsavel pelo maior peso
da moela é proveniente da linhagem de corte (TT). A moela € um tipo de “estdmago
muscular” das aves, responsavel pela mistura e maceragéo do alimento, favorecendo a
acao da pepsina e do acido cloridrico, que estao relacionados com o inicio da digestao
protéica e a dissolugdo dos minerais. A motilidade deste 6rgdo depende da natureza do
alimento (Pinheiro, 1994).

O tamanho maior da moela (e consequientemente maior peso) esta relacionado
entre outros fatores, como o tipo de ragdo consumida. Lépez e Baido (2004) afirmam que
aves alimentadas com racdes fareladas apresentam maior peso da moela do que aves
que receberam ragdes processadas e, este fato é atribuido a maior taxa de passagem
das ragdes granuladas, o que provocaria menor volume de alimento na moela e menor
atividade dos musculos. Este QTL pode ser importante, uma vez que a moela esta
diretamente relacionada com a digestdo e consequientemente com a absorcdo de
nutrientes.

O QTL sugestivo mapeado para peso de pés também apresentou efeito aditivo
positivo (Tabela 14), sendo a linhagem de corte a responsavel pelo alelo que confere
maior peso dos pés. E de extrema importancia preservar a integridade das pernas e pés
dos animais, uma vez que estes sdo responsaveis pela sustentacdo. Esta caracteristica
possui uma evidente importancia para a industria avicola, pois a incidéncia da
discondroplasia tibial aumentou consideravelmente na moderna criagdo de frangos,
oriundos de linhagens geneticamente melhoradas para uma maior massa muscular
(Berchieri Junior e Macari, 2000). A discondroplasia tibial causa lesdo na articulagao da
perna, devido a uma falha na calcificagdo do osso. Além da mortalidade, em torno de
20% do plantel de elite, a ave sente dificuldade de locomocéo, fato que a impede de se
alimentar normalmente (Unesp, 2002). Por isso, com o aumento de peso dos animais



selecionados para corte, e com a nao selegdo genética para pés e pernas mais
desenvolvidos, estes ficam comprometidos, causando problemas para o animal. Além
disso, apesar dos pés terem pouco valor comercial para a maioria dos produtores, para
outros € um importante produto de exportagdo para paises do oriente, principalmente
para a China (Macedo, 2005).

Para a caracteristica de rendimento de carcaca foi mapeado um QTL significativo
a 5% no cromossomo, embora seu efeito seja pequeno, pode ser importante para a
industria avicola (Tabela 14).

Na literatura existem poucos QTLs mapeados no cromossomo 11 (Tabela 2), a
maioria & sugestivo e difere na localizagdo dos mapeados neste estudo. Um QTL
sugestivo para caracteristicas de comportamento foi mapeado entre os marcadores
LEIO143 e ADLO123, utilizando analise de meio-irmaos (Buitenhuis et al., 2004). No
trabalho em que Kerje et al. (2003) realizaram cruzamentos entre uma linhagem
comercial (White Leghorn) e a ancestral das galinhas (Red Junglefowl), foram mapeados
QTLs entre os marcadores ADL0210 e ADL0308 para peso corporal aos 8 e 46 dias de
idade, e entre ADL0O308 e MC1R para crescimento dos 8 aos 46 dias. Em outro estudo,
Jennen et al. (2004) mapearam um QTL sugestivo para peso de gordura abdominal entre
ADL0287 e ADL0210, utilizando oito marcadores neste cromossomo. Sasaki et al. (2004)
mapearam trés QTLs para caracteristicas relacionadas a produgcao de ovos entre os
marcadores LEIO072 e LEI0214, mas este cromossomo teve uma cobertura de apenas
20 cM, com apenas 2 marcadores. Entretanto, os marcadores encontram-se na mesma
regidao onde foram mapeados os QTLs neste presente estudo. Foi mapeado um QTL
sugestivo para peso de moela no cromossomo 8, e um para pés de pés no cromossomo
6 (Moura et al., 2006).

O que pode explicar as divergéncias dos resultados encontrados na literatura é
que neste trabalho foram mapeados QTLs para caracteristicas nunca publicadas, como
peso de moela e de pés, 0 que torna impossivel comparagbes destes resultados com
outros no mesmo cromossomo. Porém nao foram encontrados QTLs para peso, como o
encontrado por Kerje et al. (2003), ou para gordura, como 0 mapeado por Jennen et al.
(2004). Uma possivel explicagao seria o numero insuficiente de animais na amostra que
foi utilizada (327 animais F2), enquanto que nos dois trabalhos citados foram utilizadas
populacdes com mais de 450 animais da geracado F2. O QTL mapeado por Jennen et al.
(2004) para peso de gordura abdominal estd localizado na mesma regido dos QTLs
mapeados para peso de moela, pés e rendimento de carcacga, pois 0 marcador ADL0287
estd proximo do ADL0123. Outra possibilidade, € que nas quatro familias, ou na



populagdo experimental utilizadas neste projeto, os alelos do QTL podem nao estar
segregando para as caracteristicas mapeadas em outros trabalhos da literatura.

Os trés QTLs neste trabalho foram mapeados na mesma regiao, sugerindo a
existéncia de um gene ou grupo de genes que estejam influenciando um maior
desenvolvimento do animal em alguns aspectos. Entre os marcadores ADL0123 e
ADL0210 foi mapeado o gene CCNE1 (Figura 2), conhecido como gene da ciclina E1
(Expert Protein Analysis System, 2005); as ciclinas sdo proteinas que atuam no ciclo
celular. Existem varios subtipos, como a E1 que é sintetizada durante o periodo que
antecede a mitose celular (Lewin, 2000). Existem outros genes mapeados no

cromossomo 11 da galinha, num total de 33 genes ja identificados (Anexo VII).

Cromossomo 13

Foi mapeado um QTL sugestivo inédito para peso do coracdo nas duas analises
(mapas Embrapa e Consenso), mas quando se utilizou o mapa Consenso foram
encontrados QTLs significativos a 5% no cromossomo para P41, P42, ganho de peso
aos 41 e 42 dias; para o mapa Embrapa os valores de F para estas caracteristicas
chegaram bem préximos a 5% de significAncia no cromossomo. Da mesma forma, os
efeitos aditivos e de dominancia (Tabela 14) apresentaram valores muito semelhantes
para as duas anadlises, os efeitos aditivos foram positivos, ou seja, o maior peso do
coracao provém da linhagem de corte, e ndo ha efeito de dominéncia (é praticamente
zero).

O peso do coragado é uma importante caracteristica a ser analisada em frangos de
corte, pois a selegao intensa ocasionou alteragées em alguns 6rgaos das aves, tornando
o coracao um fator limitante ao desenvolvimento (Gaya et al., 2004). Segundo Berchieri
Junior e Macari (2000), a selecao direcionada para ganho de peso e melhor conversao
alimentar causou um desbalanceamento entre producdo e suprimento de energia para
manutengdo, o que levou ao surgimento de doengas em 6rgdos que Sao responsaveis
pelo fornecimento de energia para a ave, como 0 coragao.

O tamanho e peso do coragdo de galinhas sdo afetados por alguns fatores
ambientais e alteracbes metabdlicas, como exemplos encontrados na literatura:
temperatura, linhagens, sexo e sindrome ascitica e da morte subita. A sindrome ascitica
tem como principal fator causador, o limite fisiologico do sistema cardio-respiratorio,
provocando, entre outros fatores: maior ritmo cardiaco, hipertrofia da artéria pulmonar,

insuficiéncia cardiaca direita e espessamento da musculatura ventricular direita. O indice



cardiaco, conhecido como IC (IC= peso do ventriculo direito/peso total dos ventriculos)
acima de 0,25 é um indicativo de morte da ave por ascite, pois um sintoma desta
sindrome € o aumento do ventriculo direito das aves (Gonzales e Macari, 2000). As
linhagens de corte e postura utilizadas neste projeto ndo apresentaram sintomas de
sindrome ascitica ou da morte subita.

A sindrome da morte subita € um distirbio metabdlico que parece estar
correlacionado a uma suscetibilidade intrinseca dos frangos a hipoxemia, possivelmente
influenciada pelo menor crescimento relativo dos sistemas respiratorio e cardiaco. Em
muitas aves é possivel identificar uma pequena dilatagao do ventriculo direito (Gonzales
e Macari, 2000).

No estudo de Furlan et al. (2001), o peso relativo do coracédo dos frangos de corte
(machos) criados em temperatura abaixo da termoneutralidade foi significativamente
maior quando comparado ao das aves mantidas em temperaturas termoneutra e quente
aos 14, 28 e 42 dias de idade. O aumento dessas visceras nas aves mantidas em
ambiente frio estaria relacionado a maior atividade cardiaca para atender a demanda de
oxigénio e aumento na taxa metabdlica para manutencdo da homeostase térmica e
crescimento das aves.

Estudos demonstram que as linhagens de corte apresentam piores parametros
cardio-pulmonares (peso relativo e volume do coragéo, incidéncia de ascite, volume da
cavidade toracica, etc) do que as linhagens de postura e ragas nativas (Hassanzadeh et
al., 2005). Em outro estudo, as linhagens de corte tiveram um coragéo relativamente
menor, tanto estruturalmente como funcionalmente, do que as linhagens White Leghorn.
Além disso, os parametros como: diametros de ventriculos e espessura da parede dos
ventriculos, as sete semanas de idade sdao também menores nas linhagens de corte
(Martinez-Lemus et al., 1998).

O sexo das aves também pode ser um fator que ocasiona diferenga no tamanho
do coragéo. Thaxton (2002) afirma que machos de linhagens de corte possuem maiores
pesos e comprimentos do coracao, além da parede ventricular direita mais espessa do
que as fémeas.

Gaya et al. (2004) avaliaram uma linhagem macho de frangos de corte e
mostraram a existéncia de alta herdabilidade para peso do coracdo (0,38) e correlacao
genética de 0,60 e 0,28 entre peso do coragdo e peso vivo aos 38 e 42 dias,
respectivamente. Os autores afirmam que esta caracteristica deveria ser utilizada como

critério de selecao nos programas de melhoramento de aves.



Na literatura ndo hé registros de QTLs para peso de coragdo no cromossomo 13
de aves. No cromossomo 1 foram mapeados dois QTLs para peso de coragdo (modelo
F2 e de meio-irméos) — sugestivo e significativo a 1% no genoma (Nones, 2004); no
cromossomo 5, um QTL sugestivo para a mesma caracteristica (Ruy, 2004). E
importante salientar que neste estudo o QTL para peso do coracdo explicou 4,4% da
variancia fenotipica, o que pode indicar um importante efeito, embora tenha sido apenas
sugestivo. Na regidao onde este QTL foi localizado, Jennen et al. (2004) mapearam QTL
sugestivo para peso da gordura abdominal (entre os marcadores MCWO0104 e
MCWO0322), QTL sugestivo para peso vivo as 7 semanas e significativo para peso vivo
as 10 semanas entre MCW0322 e MCW0110. O marcador MCW0322 esta posicionado
entre os marcadores MCW0104 e MCW0110 (Tabela 3).

Nos estudos de Ikeobi et al. (2002 e 2004) e Sewalem et al. (2002) foram
mapeados diversos QTLs em posicoes distintas no intervalo entre ADL0147 e ADL0225.
Utilizaram apenas trés marcadores para cobrir todo o cromossomo 13, o que torna muito
extenso o intervalo onde foram mapeados os QTLs.

Um dos possiveis motivos de ter sido mapeado apenas um QTL sugestivo pode
ser o numero de F2 genotipados (328) quando comparado a outros estudos neste
cromossomo (lkeobi et al., 2002 e 2004, Jennen et al., 2004 e Sewalem et al., 2002) que
utilizaram mais de 440 animais da geracao F2 (Tabela 3).

Existem varios genes mapeados no cromossomo 13 (Anexo VII), seria
interessante uma busca detalhada destes que se encontram na regido do QTL sugestivo
mapeado para verificar possiveis relagbes entre esta caracteristica com os genes
identificados até o momento.

Uma possibilidade futura € aumentar o nimero de individuos F2 genotipados para
os dois cromossomos, a fim de aproximarmos este nimero de animais a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura. De qualquer forma o QTL para peso de coragao
inédito mapeado na populacdo Embrapa tem um importante efeito, mesmo sendo
sugestivo. E de interesse para a avicultura esta caracteristica, tendo em vista os
problemas metabdlicos freqlientes nas criagdes de frangos.
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Tabela 4 - Estrutura da populacdo F2 TCTC, niumero de aves empregadas em cada

geragao e o tipo de dados avaliados.

Geracao Machos Fémeas Total Dados
Parental 7 7 14 genotipos

F1 7 20* 27 genotipos

F2 1039 1024 2063 fenotipos e gendtipos

* Houve perda por morte de uma fémea F1.



Tabela 5 - Marcadores microssatélites testados inicialmente e sua posicdo nos mapas

referéncias

Marcador Cromossomo Posicao no mapa Mapa
(cM)

LEIO143 11 0 Consenso
ADL0O123 11 22 Consenso
ADL0210 11 54 Consenso
MCW0230 11 88 Consenso
MCW0213 13 22 Consenso
ADLO0147 13 32 Consenso
LEI0251 13 47 Consenso
MCW0244 13 58 Wageningen
MCW0322 13 67 Consenso

MCWO0104 13 74 Consenso




Tabela 6 - Otimizacao das condicoes da PCR para os cromossomos 11 e 13

Marcador Posicao Sequiéncia dos TA(°C) Concentragao de
(cM) iniciadores MgCl,

LEI0O143 0 CGGAGGTGATACGGATGGAG 64 1,0
GATCAATGAGTGCCGGGAGAG

ADLO0123 22 GCTGTGTCAAGATTAGAATCAC 55 2,0
AACAATGAAAAACACTACCTGA

ADL0210 54 GCCAAAAAGATGAATGAGTA 55 2,0
ACAGGAGGATAGTCACACAT

MCW0230 88 GATCCTCTGATGGCTGCCG 68 1,5
TGCACAGAGCCAAGCTGCTTC

MCWO0213 2 CTGTTCACTTTAAGGACATGG 61 2,0
GACAAGTCAACAACTTGCCAG

ADLO147 32 CTGGTGAATGAGAAGCGATG 56 2,0
GCTGCGGCAATAAACTCCCT

LEI0251 47 GGGTTACTCTTATGTTTAATGATGTC 58 2,0
CATCTAGAAATGGCTGACTGAC

MCWO0110* 59 CATCTGTGTTACTGTCACAG 58 2,0
TCAGAGCAGTACGCCGTGGT

MCWO0104 74 AGACTTGCACAGCTGTGTACC 57 2,0

TAGCACAACTCAAGCTGTGAG

TA: Temperatura de anelamento do iniciador. *Primer reduzido.



Tabela 7 - Resultado das genotipagens dos animais parentais e F1: marcadores,

Cromossomos, numero e respectivos alelos

Marcadores Cromossomo N2 de alelos Alelos (pb)
LEI0O143 11 3 264, 268 e 270
ADLO0123 11 4 118,125, 133 e 136
ADL0210 11 4 123, 125, 131 e 133
MCW0230 11 4 270, 278, 295 e 297
MCWO0213 13 6 300, 304, 308, 310, 312 e 316
ADLO0147 13 3 213,217 e 219
LEI0O251 13 5 105, 117,119, 124 e 140
MCWwWO0110 13 5 102, 104, 108,110 e 112
MCWO0104 13 5 190, 215, 224, 226 € 228




Tabela 8 - Grau de informagéao dos marcadores dos cromossomos 11 e 13

Marcador Numero de meioses informativas totais Numero de meioses informativas
(fase conhecida)

LEIO143* 463 325
ADL0123* 620 620
ADL0210* 478 478
MCW0230* 608 304

Média 542 432
MCW0213* 606 606
LEI0251" 602 430
MCW0104* 626 446
ADL0147* 307 150
MCWO0110* 612 612

Média 550 449

*Cromossomo 11; "Cromossomo 13.



Tabela 9 - Estatisticas descritivas das caracteristicas de desempenho e carcaca dos
individuos da geragéo F2 (N=364) pertencentes as quatro familias incluidas nas analises
de mapeamento de QTL

Caracteristica Média DP Minimo Maximo
Peso ao nascer (g) 46,03 4,50 15,60 78,70
Peso vivo 35 d (g) 788,7 140,1 490,0 1309,0
Peso vivo 41 d (g) 1004,9 189,9 550,0 1686,0
Peso vivo 42 d (g) 966,5 188,1 526,0 1631,0
Ganho de peso 35 d (g) 7427 139,4 448,6 1259,1
Ganho de peso 41 d (g) 958,9 189,0 471,3 1636,1
Ganho de peso 42 d (g) 920,5 187,2 4473 1582,2
Ganho de peso 35 a 41d(g) 219,6 68,0 39,0 388,0
Consumo de racao 35 a 41 d (g) 604,6 145,7 218,0 1176,0
Converséao alimentar 35 a 41 d 2,95 0,88 1,52 8,20
Eficiéncia alimentar 35 a 41 d 0,359 0,072 0,122 0,657
Peso da carcacga (g) 628,0 131,2 309,0 1104,0
Rendimento de carcacga (%) 64,81 2,04 55,54 75,34
Peso do peito (g) 158,5 35,5 70,0 303,0
% Peito 16,33 1,04 13,31 20,00
Peso da gordura abdominal (g) 14,20 7,17 0,00 38,00
% Gordura abdominal 1,42 0,58 0,00 3,50
Peso das coxas e sobrecoxas (g) 207,4 454 102,0 354,0
Peso das asas (g) 79,30 14,83 31,00 127,00
Peso da cabega (g) 34,62 6,15 21,00 55,00
Peso dos pés (g) 39,27 9,11 23,00 73,00
Peso do dorso (g) 182,8 39,2 92,0 334,0
Peso da moela (g) 22,93 4,38 13,00 39,00
Peso do coragéo (g) 6,56 1,72 2,00 12,00
Peso do figado (g) 26,31 5,37 15,00 49,00
Peso do pulmao (g) 8,09 2,21 3,00 14,00
Comprimento do intestino (cm)1 150,6 14,8 112,0 204,0
Hematécrito 28,41 3,26 18,00 43,00

DP - Desvio padrao. ' Delgado e grosso.



Tabela 10 - Efeitos fixos principais e interagdes duplas significativas (P < 0,05) na
analise estatistica exploratéria dos dados fenotipicos

Caracteristica Incubacio Sexo Familia s’ I'F S*F° Cov*

x

Peso ao nascer
Peso vivo 35 d

Peso vivo 41 d

Peso vivo 42 d

Ganho de peso 35d

Ganho de peso 41 d

Ganho de peso 42d

Ganho de peso 35a41d
Consumo deragao 35a41d

X X X X X X X X X

Conversao alimentar 35a 41 d
Eficiéncia alimentar 35 a 41 d

X X X X X X X X X X X X

Peso da carcaga
Rendimento de carcaca
Peso do peito

% Peito

Peso da gordura abdominal

X X X X

% Gordura abdominal
Peso das coxas e sobrecoxas

X

Peso das asas

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Peso da cabeca

Peso dos pés X
Peso do dorso

X X X X X X X X

Peso da moela
Peso do coragéo

X X X X

>
x

Peso do figado
Peso do pulméo X

X X X X X X X X X X

Comprimento do intestino X X X X X
Hematécrito X X X X

" Interacdo Incubacéo x Sexo; ° Interacao Incubagdo x Familia; ° Interacdo Sexo x Familia.

* Covariaveis incluidas nos modelos de andlise exploratéria: PN para pesos e ganhos de peso,
todos 35, 41 e 42 dias; P35 para ganho de peso, consumo, conversao e eficiéncia alimentar, todos
dos 35 aos 41 dias; P42 para caracteristicas de carcaca, partes, visceras e hematocrito. Nenhuma
covariavel foi incluida no modelo para peso ao nascer, rendimento de carcaga e porcentagens de
peito e de gordura abdominal.



Tabela 11 - Valores do teste F da analise de Mapeamento de QTL e valores criticos de F
para 5% de significAncia no cromossomo e ligacao sugestiva e significativa a 5% no
genoma, estimados a partir das permutacdes para o cromossomo 11

Caracteristica Valorde F Valor de F Valor de Valor de F

(andlise) (5% cromossomo) F (sugestivo) (5% genoma)

Peso ao nascer 3,76 4,52 4,87 7,72
Peso vivo 35 dias 1,90 4,77 5,25 8,52
Peso vivo 41 dias 2,29 4,87 5,37 8,36
Peso vivo 42 dias 2,15 4,84 5,34 8,23
Ganho de peso 35 dias 2,01 4,75 5,14 8,60
Ganho de peso 41 dias 2,37 4,79 5,29 8,74
Ganho de peso 42 dias 2,23 4,82 5,30 8,33
Ganho de peso 35 a 41 dias 1,74 4,59 5,07 8,39
Consumo de ragdo 35 a 41 dias 1,06 4,77 5,20 8,14
Conversao alimentar 35 2,26 4,80 5,36 9,00
aos 41 dias
Eficiéncia alimentar 35 a 41 d 2,22 4,72 5,23 8,58
Peso da carcaca 2,93 4,72 5,23 8,71
Rendimento de carcaga 4,74 4,72 5,27 8,47
Peso do peito 2,55 4,79 5,14 8,84
% Peito 3,22 4,72 5,23 8,57
Peso da gordura abdominal 1,25 4,70 5,12 8,70
% Gordura abdominal 2,40 4,73 5,18 8,50
Peso das coxas e sobrecoxas 3,21 4,73 5,20 8,56
Peso das asas 4,40 4,74 5,27 9,40
Peso da cabeca 3,91 4,79 5,31 8,99
Peso dos pés 5,74 4,79 5,30 8,94
Peso do dorso 4,38 4,80 5,13 8,44
Peso da moela 5,94 4,77 5,30 8,51
Peso do coragéo 1,12 4,79 5,27 8,63
Peso do figado 3,13 4,82 5,32 9,17
Peso do pulméo 4,18 4,74 5,26 9,00
Comprimento do intestino 3,91 4,75 5,22 8,06

Hematécrito 2,03 4,83 5,24 9,00




Tabela 12 - Valores do teste F da analise de Mapeamento de QTL e valores criticos de F
para 5% de significAncia no cromossomo e ligacao sugestiva e significativa a 5% no
genoma, estimados a partir das permutacdes para o cromossomo 13 utilizando o mapa
Embrapa

Caracteristica Valor de F Valor de F Valor de F Valor de F
(analise) (5% cromossomo) (sugestivo) (5% genoma)

Peso ao nascer 1,00 4,18 4,89 6,67
Peso vivo 35 dias 2,92 4,52 5,63 8,62
Peso vivo 41 dias 4,21 4,55 5,57 8,30
Peso vivo 42 dias 417 4,60 5,75 8,76
Ganho de peso 35 dias 2,92 4,54 5,53 8,89
Ganho de peso 41 dias 4,25 4,58 5,58 8,95
Ganho de peso 42 dias 4,21 4,55 5,52 8,38
Ganho de peso 35 a 41 dias 3,33 4,30 5,34 8,45
Consumo de ragao 35 a 41 dias 2,18 4,52 5,54 8,66
Conversao alimentar 35 aos 41 2,21 4,45 5,56 8,82
dias

Eficiéncia alimentar 35 a 41 dias 2,19 4,45 5,49 8,83
Peso da carcaca 2,70 4,61 5,62 8,94
Rendimento de carcaca 3,54 4,45 5,47 8,32
Peso do peito 3,41 4,56 5,58 8,92
% Peito 4,19 4,67 5,59 9,19
Peso da gordura abdominal 2,07 4,58 5,57 8,57
% Gordura abdominal 2,54 4,54 5,66 8,41
Peso das coxas e sobrecoxas 1,36 4,57 5,46 9,03
Peso das asas 2,75 4,59 5,64 8,87
Peso da cabeca 1,60 4,44 5,50 8,53
Peso dos pés 4,14 4,57 5,62 8,95
Peso do dorso 2,03 4,48 5,44 8,88
Peso da moela 3,78 4,54 5,57 8,81
Peso do coragao 8,37 4,57 5,54 8,70
Peso do figado 2,36 4,51 5,52 8,80
Peso do pulméo 0,66 4,62 5,67 9,14
Comprimento do intestino 3,63 4,65 5,58 9,13

Hematécrito 1,95 4,41 5,46 8,85




Tabela 13 - Valores do teste F da analise de Mapeamento de QTL e valores criticos de F
para 5% de significAncia no cromossomo e ligacao sugestiva e significativa a 5% no
genoma, estimados a partir das permutacdes para o cromossomo 13 utilizando o mapa
Consenso

Caracteristica Valor de F Valor de F Valor de F Valor de F
(andlise) (5% cromossomo) (sugestivo) (5% genoma)

Peso ao nascer 0,99 4,22 5,13 7,58
Peso vivo 35 dias 3,56 4,59 5,85 9,41
Peso vivo 41 dias 4,74 4,61 5,73 9,56
Peso vivo 42 dias 4,72 4,48 5,65 8,89
Ganho de peso 35 dias 3,57 4,56 5,62 8,28
Ganho de peso 41 dias 4,78 4,56 5,63 8,96
Ganho de peso 42 dias 4,75 4,62 5,74 9,03
Ganho de peso 35 a 41 dias 3,27 4,25 5,44 8,88
Consumo de ragao 35 aos 41 dias 2,17 4,61 5,58 9,01
Conversao alimentar 35 aos 41 2,19 4,50 5,65 8,79
dias

Eficiéncia alimentar 35 aos 41 dias 2,17 4,47 5,54 8,75
Peso da carcaga 2,78 4,42 5,49 8,35
Rendimento de carcaca 3,55 4,59 5,55 8,61
Peso do peito 3,48 4,55 5,76 8,90
% Peito 4,20 4,65 5,71 9,37
Peso da gordura abdominal 2,09 4,52 5,63 8,72
% Gordura abdominal 1,97 4,58 5,68 8,79
Peso das coxas e sobrecoxas 1,23 4,53 5,64 8,78
Peso das asas 2,71 4,63 5,78 9,03
Peso da cabega 1,58 4,59 5,70 8,46
Peso dos pés 4,15 4,65 5,71 8,48
Peso do dorso 1,95 4,63 5,69 8,94
Peso da moela 4,00 4,54 5,62 8,80
Peso do coragéo 8,42 4,62 5,66 9,13
Peso do figado 2,31 4,61 5,71 8,86
Peso do pulméo 0,68 4,62 5,69 9,32
Comprimento do intestino 3,63 4,59 5,61 8,31

Hematécrito 1,94 4,48 5,63 8,55
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Figura 3 - Mapa de ligagdo do cromossomo 11 contendo as posi¢cées em cM (Kosambi),
médias dos dois sexos. Da esquerda para direita: mapa de ligacdo Embrapa (obtido neste
trabalho) e mapa Consenso. Desenhado com o auxilio do programa Mapchart (Voorrips,

2002)
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Figura 4 - Mapa de ligagdo do cromossomo 13 contendo as posi¢cdes em cM (Kosambi),
médias dos dois sexos. Da esquerda para direita: mapa de ligagdo Embrapa (obtido neste
trabalho) e mapa Consenso completo. Desenhado com o auxilio do programa Mapchari

(Voorrips, 2002)
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Figura 5 — Valores de F para diversas caracteristicas obtidos na analise de mapeamento
de QTL no modelo de F2 para o cromossomo 11. As setas representam a localizagao dos
marcadores utilizados
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Figura 6 — Valores de F para diversas caracteristicas obtidos na analise de mapeamento de

QTL no modelo de F2 para o cromossomo 13 quando utilizamos o mapa Embrapa. As setas
representam a localizacdo dos marcadores utilizados
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Figura 7 — Valores de F para diversas caracteristicas obtidos na analise de mapeamento de
QTL no modelo de F2 para o cromossomo 13 quando utilizamos o mapa Consenso. As
setas representam a localizagdo dos marcadores utilizados



CAPITULO 3
IMPLICACOES

Foram mapeados no cromossomo 11, dois QTLs sugestivos inéditos para peso de
pés e peso de moela posicionados na mesma regidao. No cromossomo 13 foi mapeado
um QTL sugestivo inédito para peso de coracdo que explica alta porcentagem de

variancia fenotipica desta caracteristica.

Os QTLs mapeados neste estudo devem ser melhor investigados, principalmente
para peso do coragdo, uma vez que esta caracteristica € de interesse para a industria
avicola, em fungao dos problemas metabdlicos cada vez mais frequentes resultantes do

intenso melhoramento genético em frangos.

Nao foram mapeados QTLs significativos nos cromossomos 11 e 13, apesar de
haver na literatura muitos trabalhos relatando QTLs significativos no cromossomo 13. Um
dos possiveis motivos pode ser o numero de F2 genotipados (aproximadamente 330)
quando comparado a outros estudos neste cromossomo, que utilizaram mais de 440
animais da geragéo F2. Pretende-se aumentar o numero de animais F2 genotipados, uma
familia de irmaos-completos, com cerca de 90 animais, a fim de aproximarmos este
numero a maioria dos trabalhos encontrados na literatura. Outra possibilidade seria incluir
novos marcadores, principalmente na regido onde ocorreu a inversdo dos marcadores no

cromossomo 13.



ANEXOS

[) Protocolo para extracao de DNA de aves utilizando detergente de guanidina
(DNAzol ®%

1) Pipetar 5pl de sangue em tubo eppendorfde 1,51L.

2) Adicionar 500 pl de detergente de guanidina (DNAzol ®), agitar bem até diluir o
sangue.

3) Adicionar 250ul de Etanol Absoluto, inverter os tubos varias vezes

cuidadosamente, até ficar bem misturado.

) “Pescar” o DNA formado com uma pipeta.

) Descartar o liquido e voltar o pélete de DNA para o mesmo tubo.

6) Colocar 5001 de etanol 95% para lavar o DNA, agitar bastante para lavar bem.

) Centrifugar por dez minutos a 4000 rpm.

) Descartar o sobrenadante e observar se os péletes estdo fixados no fundo dos

tubos para nao correr o risco de descarta-los com o sobrenadante.

9) Repetir a lavagem com Etanol 95% (passos 6, 7 € 8).

10) Depois de descartar o sobrenadante, deixar os tubos secarem em temperatura
ambiente por 10 minutos.

11) Ressuspender os péletes com 150 ul de agua MilliQ.

* Invitrogen Life Techonologies.



II) Protocolo para extragéo e purificacdo de DNA de aves utilizando Proteinase K

a) Aquecer as mostras a 37° C. Retirar aliquota de 50 pl do sangue total colhido com
EDTA, e adicionar 1mL de tampao de lise de células vermelhas.

b) Centrifugar por um minuto a 1300 rpm. Descartar o sobrenadante. Repetir o passo
a e b uma ou mais vezes, até que o sobrenadante fique claro.

c) Lavar o pélete uma vez com 500 pl de agua destilada, centrifugar a 1300 rpm por
um minuto, e depois se deve retirar o sobrenadante.

d) Em um becker de 50mL adicionar 80pl do tampéo de proteinase K (5x), 7ul de
proteinase K (20 mg/mL), 10 pl de SDS 20% e 283 pl de agua destilada (volume
total = 380 ul). Este volume total é para cada amostra.

e) Ressuspender o pélete em 380 pl do mix de proteinase K (vortexar ao invés de
ressuspender com a ponteira).

f) Incubar a 55 °C por uma hora numa placa aquecedora.

g) Adicionar 120 pl de NaCl 5M e agitar no vértex por 15 segundos. Centrifugar a
1300 rpm por 5 minutos.

h) Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL e adicionar 1 mL de
etanol absoluto. Homogeneizar e centrifugar por 5 min a 1300 rpm.

i) Lavar o pélete com etanol (1 mL) a 95% a 1300 rpm por 5 minutos.

j) Descartar o sobrenadante e deixar o pélete secar por uma hora a temperatura
ambiente — aberto os tubinhos.

k) Ressuspender o pélete em 50, 100 ou 150 pl de agua (dependendo do tamanho
do pélete) e agitar no vértex por 30 segundos.

[) Colocar o DNA diluido no bloco aquecedor por 4 a 8h a 37°C. Armazenar o DNA
no freezer a -20° C.

Tampéo de lise Tampéo de proteinase K (5x)
0,32 M de sucrose 0,375M de NaCl

12 mM Tris — HCI pH 7,5 0,12 M EDTA (pH = 8)

5mM MgCl,

1% de Triton X



[II) Protocolo de amplificacéo (PCR)

Data:

Cromossomo:

Microssatélite:

Programa:

Amostras:

Termociclador:

Reacédo Padrao 1X
Agua milliQ 10,2
Tampao 2,5
MgCl, 2,0
dNTP 1,0
Primer F 2,0
Primer R 2,0
Taq DNA Pol (5U/uL) 0,3

DNA (20ng/uL) 5,0




IV) Programa utilizado nos termocicladores para amplificacdo dos marcadores
microssatélites

Passos Temperatura (° C) Tempo
1 94 2 minutos
2 94 1 minuto
3 TA (variavel) * 1 minuto
4 72 1 minuto
5 Repete passos 2 a 4 29 vezes
6 72 10 minutos
7 10 indefinido

*Cada marcador possui uma temperatura de anelamento (TA) especifica.



V) Figuras dos géis de agarose
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1 - Gel de agarose a 2% com realizacdo de teste de gradiente de temperatura para o
marcador MCW0213 em 29/10/04. Os numeros acima e abaixo da figura indicam a
temperatura de anelamento testada (°C) para cada duas amostras de DNA. Na primeira
canaleta foi aplicado o padrao de peso molecular g X174 RF DNA/ Hae llI

2 - Gel de agarose a 2% onde foi aplicado o produto de amplificagio MCW0213 para
animais parentais com as condicoes de PCR. Na primeira canaleta foi aplicado o padrao de
peso molecular g X174 RF DNA/ Hae I
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3 - Géis de agarose a 2% onde foi aplicado o produto de amplificagdo MCW0213 para as
familias 7978 (esquerda) e 7971 (direita), com as condicdes de PCR otimizadas em
17/11/04. Nas primeiras canaletas foram aplicados os padroes de peso molecular g X174
RF DNA/ Hae IlI
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4 - Gel de agarose a 2% onde foi aplicado o produto de amplificagédo LEI0143 para a familia
7971 com as condi¢ées de PCR otimizadas em 27/10/04. Na primeira canaleta foi aplicado
o padrao de peso molecular g X174 RF DNA/ Hae lll

!

5 - Gel de agarose a 2% onde foi aplicado o produto de amplificagdo ADL0123 para a
familia 7765 com as condi¢des de PCR otimizadas em 27/10/04. Na primeira canaleta foi
aplicado o padréo de peso molecular g X174 RF DNA/ Hae I



VI) Representacdo grafica de alguns gendtipos obtidos no sequenciador
automatico MegaBACE (GE Healthcare)
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Representagcdo grafica dos gendétipos obtidos no seqlienciador automatico MegaBACE
(GE Healthcare) de animais parentais - homozigoto e heterozigoto do marcador LEI0143
(genétipos: 270, 270 e 264, 270)

A05 A210_7810_L143_L251_7978 M213_7765 A05 QScore:2.9 Allele1:103.2( 103
1000+

500+

| | I
oLt Y \ i\ N A

90 100 110 120 130 140
AO6 A210_7810_L143 L251 7978 M213 7765 A06 QScore:10.0 Alele 1:117.0 (117
15004

1000 l

500+

Representagéo grafica dos gendétipos obtidos no seqlenciador automatico MegaBACE
(GE Healthcare) de um casal da geracdo F1 do marcador LEIO251 (gendtipo do AO05:
105/124 e A06: 117/140)



VIl) Mapas dos cromossomos 11 e 13 de Gallus gallus, da esquerda para direita:
localizagdo dos genes conhecidos, porcentagem de repeticbes GC e SNPs
(http://analysis1.lab.nig.ac.jp/Gallus_gallus/)
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