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PARAMETROS GENETICOS PARA INTEGRIDADE OSSEA DO FEMUR E
ESTUDO DA ASSOCIACAO DOS GENES RUNX2 E TNFSF11 EM FRANGOS DE
CORTE

RESUMO - Em programas de melhoramento de frangos de corte, as aves
sdo selecionadas principalmente para caracteristicas de desempenho e carcaca,
acarretando em mudancgas no tamanho, forma e fungdo dos 6rgaos, o que implica
em alteragdes fisiologicas importantes durante o desenvolvimento das aves. A
selecdo intensa dos frangos de corte resultou em problemas locomotores,
diminuicdo da resisténcia éssea dos animais e aumento da mortalidade. Com isso,
técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas na selegdo assistida por
marcadores com o intuito de identificar genes candidatos para auxiliar no processo
de selecdo de caracteristicas relacionadas as desordens Osseas. Os objetivos do
presente trabalho foram estimar os parametros genéticos para caracteristicas
relacionadas a integridade 6ssea do fémur e peso aos 42 dias de idade e estudar as
associagdes dos genes RUNX2 (“Runt-related transcription factor 2°) e TNFSF11
(“Tumor necrosis fator (ligand) superfamily, member 11”) com caracteristicas de
importancia econémica em frangos de corte no intuito de fornecer suporte para o
programa de melhoramento genético de aves e direcionar o processo de selecao
visando a redugao dos problemas relacionadas as desordens 6sseas. Estimativas de
parametros genéticos, fenotipicos e ambientais foram obtidas para caracteristicas
associadas a integridade 6ssea do fémur e peso aos 42 dias de idade (P42) pelo
método de maxima verossimilhangca restrita utilizando modelo animal
multicaracteristica, com efeito fixo de grupo (sexo e incubacédo) e os efeitos
aleat6rios genéticos aditivos e residuais. Analises de associagdes genéticas entre o
SNP g.57.397A>G (RUNX2) e SNP g.14.614A>G (TNFSF11) com caracteristicas de
desempenho, composi¢ao de carcacga, 6rgéos e integridade 6ssea do fémur foram
realizadas com o propdésito de avaliar os efeitos desses polimorfismos sobre esse
grupo de caracteristicas, por meio da metodologia de maxima verossimilhancga. Foi
utilizado o banco de dados da populacgéo referéncia TT com cerca de 1.500 aves de
corte pertencentes ao programa de Melhoramento Genético de Aves da Embrapa
Suinos e Aves, em Concordia/SC, Brasil. Coeficientes de herdabilidade estimados

para peso aos 42 dias de idade e caracteristicas relacionadas a integridade 6ssea
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do fémur variaram entre 0,10 (0,05) e 0,50 (0,08) para rendimento de peso dos
fémures resfriados e P42, respectivamente, e indicam que as caracteristicas
possuem componente genético aditivo com magnitude suficiente para responder ao
processo de selegcédo, com excegao do rendimento de peso dos fémures resfriados,
que apresentou coeficiente de herdabilidade de baixa magnitude. Coeficientes de
correlagdes genéticas com magnitude alta e favoravel entre forca de quebra e
rigidez do osso e caracteristicas relacionadas ao teor de minerais (calcio, fosforo,
zinco, magnésio, relagdo calcio: fosforo) e matéria mineral (cinzas) do fémur
indicaram que, a seleg¢do visando resisténcia a forca de quebra do osso do fémur,
acarretara em maiores teores de minerais e matéria mineral nos ossos. Contudo, as
estimativas de correlagdes genéticas entre P42 e minerais indicam a importéncia da
selegcdo para P42 com maior énfase no intuito de tornar a linhagem estudada mais
competitiva na cadeia produtiva de carne de frangos, dado que a mesma n&o
acarretara em diferencas na resisténcia 6ssea dos animais. Nas analises de
associagao genética, foi verificada associagcéo genética significativa (P<0,05) para o
SNP g.57.397A>G do RUNX2 com caracteristicas peso aos 21 dias, consumo de
racao dos 35 aos 41 dias, ganho de peso dos 35 aos 41 dias, peso de sangue e
penas, peso da pele do peito, peso do pulméo, rendimento de sangue e penas,
rendimento de pele e carne do peito. Foram encontradas associacbes genéticas
significativas (P<0,05) entre o SNP g.14.614A>G do TNFSF11 e peso ao
nascimento, peso e rendimento do coragdo e associagcdes genéticas sugestivas
(P<0,10) entre as caracteristicas de importancia econémica como gordura abdominal
e seu respectivo rendimento. Deste modo, a selecdo do SNP g.14.614A>G do
TNFSF11 que favoreca o alelo G sera contra gordura abdominal, o que pode
minimizar a deposig¢ao de gordura e melhorar a qualidade da carcaga em frangos de

corte.

Palavras-chave: correlacdo genética, genes candidatos, herdabilidade, minerais,

selecdo assistida por marcadores.
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GENETIC PARAMETERS FOR FEMORAL BONE INTEGRITY AND ASSOCIATION
STUDY OF RUNX2 AND TNFSF11 GENES IN BROILERS

ABSTRACT - In the broiler breeding programs, the broilers are selected
primarily for performance and carcass traits, resulting in changes in the size, shape and
function of organs which implies important physiological changes during the
development of the broilers. Intense selection of broilers resulted in locomotors
problems, decreased bone strength of animals and increased mortality. Thus, molecular
screening techniques began to be used in order to identify candidate genes to assist in
the selection of related traits to bone disorders. The objective of this study was estimate
genetic parameters for traits related to femoral integrity bone and weight at 42 days and
association study of RUNX2 ("Runt-related transcription factor 2") and TNFSF11
("Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11") genes with economical traits
in broilers in order to provide support for the broiler breeding program and direct the
selection process to reduce problems related to bone disorders. Estimates of genetic
parameters were obtained for traits associated with the femur bone integrity and weight
at 42 days of age by the restricted maximum likelihood method using multi-trait animal
model with the fixed group effect (sex and incubation), and the random effects and
additives residuals. The investigation of polymorphisms in association RUNX2 genes
and TNFSF11 and the association study of polymorphisms found and their respective
SNPs (Nucleotide single polymorphism) of RUNX2 genes (SNP g.57.397A>G) and
TNFSF11 (SNP g.14.614A> g) with the performance, carcass composition, parts and
femoral bone integrity in order to evaluate the effects of these polymorphisms about this
group of traits to maximum likelihood method. We used the TT reference population
database with about 1,500 broilers belonging to Embrapa Swine and Poultry Breeding
Program in Concordia/SC, Brazil. Heritability coefficients estimated for weight at 42
days of age (W42) and the related traits to the femur bone integrity ranged from 0.10
(0.05) 0.50 (0.08) for cold femurs yield and W42, respectively, indicating that the traits
have additive genetic component with sufficient magnitude to indicate that they can
respond to the selection process except for cold femurs yield, which showed heritability
coefficient of low magnitude. Coefficients of genetic correlations between high and

favorable magnitude between breaking strength, bone stiffness and related traits to
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mineral contents (calcium, phosphorus, zinc, magnesium, calcium: phosphorus relation)
and mineral matter (ashes) of the femur indicated that selection for resistance to force of
the femur bone breaks, will result in higher mineral content and mineral content in the
bones. However, estimates of genetic correlations between W42 and minerals indicate
the importance of selection for W42 with greater emphasis in order to make it more
competitive lineage studied in the production chain of broilers, as it would not result in
differences in bone strength of animals. In genetic association analyzes, the SNP
g.57.397A>G RUNXZ2 was significantly associated (P<0.05) with the weight at 21 days,
feed conversion of 35-41 days, weight gain of 35-41 days, blood and feather weight,
skin breast weight, lung weight, blood and feather yield, breast skin and breast meat
yield. Genetic associations were significant (P<0.05) between the SNP g.14.614>G from
TNFSF11 gene and birth weight, heart weight and yield and suggestive (P<0.010)
between economic traits such as abdominal fat and abdominal fat yield. The selection
for SNP g.14.614>G (TNFSF11) favoring allele G will be against abdominal fat, wich

can reduce abdominal fat deposition and improve carcass quality in broilers.

Keywords: candidate gene, genetic correlation, heritability, marked assisted selection,

minerals.



CAPITULO 1. CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUGAO

A importagcdo de materiais genéticos avicolas especializados na década de
60, possibilitou a produgédo de carne e ovos em escala industrial, e proporcionou a
evolugao da avicultura brasileira. Com isso, resultados positivos foram alcangados
por meio de melhorias em sanidade, nutricdo, ambiente, manejo e do melhoramento
genético (ROSARIO et al., 2004). O aumento da produgédo de carne resultou
principalmente da acdo de programas de melhoramento genético animal, que
permitiram a industria avicola comercializar aves mais pesadas em menor periodo de
tempo. Segundo Aviagen (2009), durante as ultimas trés décadas, o peso vivo de
frangos de corte aumentou 30% e a idade de abate destes animais foi reduzida em
27%.

Avancos na taxa de crescimento das aves destinadas a produgé&o de carne sao
atribuidos a selecéo de caracteristicas de desempenho e carcaga como 0 peso vivo,
conversdo alimentar e peso de peito. De acordo com Burt (2002), observou-se
progresso na selegdo com relacdo a produgao de ovos e carne em frangos.
Entretanto, modificagbes no tamanho, forma e fungcdo dos 6rgdaos das aves,
provocados pela intensa selecdo para estas caracteristicas, acarretaram em
alteracbes fisiologicas no desenvolvimento desses animais e aumento da
mortalidade (GAYA et al., 20006).

Programas de melhoramento genético animal foram implantados no Brasil,
com o intuito de melhorar a eficiéncia produtiva das linhagens existentes no pais
(SCHMIDT e AVILA, 1990). A maximizacdo da produgdo de carne com o auxilio de
programas de melhoramento genético é feita por meio da selegéo. A importéncia do
estudo dos parametros genéticos neste trabalho se deve ao fato de que a selecao
em frangos de corte é direcionada especialmente para caracteristicas de
desempenho e carcacga, favorecendo o aparecimento de problemas locomotores nos

animais e diminuicdo da resisténcia 6ssea. Com isso, técnicas de selegdo passaram



a ser empregadas no intuito de selecionar animais que possuam menos propensao
ao desenvolvimento de desordens Osseas e com rapido crescimento corporal
(KNOWLES e WILKINS, 1998).

Com o aumento da producdo de carne de frango, notou-se crescimento na
incidéncia de doengas metabdlicas (como ascite e claudicagdo), infecciosas e
reducao da fertilidade (BURT, 2002; BURT, 2005). No Brasil, Lopes (2009) relatou a
perda de 12 milhdes de quilos de carne/ano nos abatedouros devido a problemas
locomotores em aves. Segundo o autor, o metabolismo ésseo sofre influéncia de
fatores genéticos e nutricionais, 0 que provoca diminuigdo da resisténcia 6ssea e
consequentemente, o aparecimento de problemas locomotores, que resultam em
desbalango esquelético-biomecanico, atribuido possivelmente pelo aumento ao
ganho de peso e ao desenvolvimento desproporcional do musculo do peito. Isto
resulta em animais com baixo desempenho, rejeicdo de carcaga, aumento da
mortalidade e reducgé&o na eficiéncia da produgé&o comercial.

A selecdo para aves com esqueletos mais resistentes ja esta sendo
direcionada nos programas de melhoramento de aves de modo que as
caracteristicas relacionadas a robustez possam ser identificadas e utilizadas como
ferramenta na selecéo e eliminacdo de linhagens que apresentem potencial para
problemas relacionados as desordens 6sseas (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2003).

A genética molecular aliada ao melhoramento animal pode tornar as
estratégias convencionais de selecdo mais eficientes e promover maiores progressos
genéticos em curto prazo (NINOV et al.,, 2008). Deste modo, o estudo de
associagdes genéticas entre os genes e as caracteristicas de importancia econémica
relevantes no melhoramento genético de frangos de corte, tem como intuito
direcionar a selegédo de forma efetiva para obter animais com alta producéo e baixa

incidéncia de problemas relacionados as desordens dsseas.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Panorama da avicultura brasileira no cenario mundial

O Brasil ocupa a posicao mundial de lider em exportacao e terceiro lugar na
producéo de frangos, com taxa de crescimento de 4,22% ao ano (MAPA, 2014). O
setor de avicultura é responsavel por cerca de 3,6 milhdes de empregos diretos e
indiretos, respondendo por cerca de 1,5% do Produto Interno Bruto nacional (ABPA,
2014).

Segundo dados do IBGE divulgados pela Avisite (2014), no primeiro semestre
daquele ano, houve crescimento de cerca de 6% no volume de carnes de frangos no
Brasil, ainda que tenha sido observado somente 0,94% de aumento no volume dos

frangos. Assim, os animais abatidos estdo proporcionando volume maior de carne.

1.3.2 Composicao do tecido 6sseo

O tecido 6sseo é composto de cerca de 70% minerais, 20% matéria orgénica
e 10% agua. A qualidade e resisténcia 6ssea é determinada por um conjunto de
fatores genéticos, estruturais, composicionais, fisiolégicos e nutricionais (RATH et
al., 2000). O maior constituinte da matriz organica do osso, responsavel para a
resisténcia 6ssea e processo de mineralizagao, é o colageno (RIGGS et al., 1993).

De acordo com Rath et al. (2000), a matriz mineral do osso &€ composta de
hidroxiapatita (proveniente do fosfato de calcio), constituindo cerca de 60-70% do
peso do osso e conferindo rigidez e forgca de compresséo. As células que compde o
tecido 6sseo como os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos sao imprescindiveis
para a composi¢cao quimica, forca e geometria do osso bem como sintese da matriz
O0ssea, mineralizacdo e reabsorgcdo. Segundo os autores, o tecido Osseo é

caracterizado por processos dindmicos de formacédo e eliminagdo Ossea e possui



varias fungbes importantes, dentre as quais: sustentagdo do corpo, locomocgao,
protecdo de O&rgados internos, reserva metabdlica (lipideos e minerais) e
hematopoiese.

O crescimento e desenvolvimento anormal do tecido oésseo e
consequentemente, a resisténcia 6ssea é afetada por diversos fatores. De acordo
com Cook (2000) e Rath et al. (2000), fatores enddcrinos e genéticos, sexo, idade,
nutrientes (toxinas, antinutrientes e deficiéncias), infecgbes e estresse, presenca de
patbgenos, micotoxinas e algumas doencas, afetam diretamente o crescimento e

desenvolvimento do esqueleto.

1.3.3 Integridade 6ssea em galinhas

Problemas locomotores podem estar relacionados com fatores genéticos dos
animais, como rapido crescimento e acumulo do tecido muscular, acompanhado de
menor velocidade do desenvolvimento do tecido 6sseo (SILVA et al., 2001). A taxa
de crescimento é importante fator na resisténcia 6éssea, pois o crescimento influencia
na massa Ossea, que € proporcional a sua resisténcia 6ssea (FROST, 1997;
SEEMAN, 1999).

Whitehead et al. (2003) descreveram que mecanismos como aumento do
requerimento de oxigénio, nutrientes (como por exemplo, a vitamina D), enzimas,
horménios, agentes indutivos, fatores de crescimento e ambientais estao
relacionados ao rapido crescimento do animal e afetam o desenvolvimento
esquelético. Além disso, os mesmos autores afirmaram que problemas esqueléticos
associados com osteomielite (que é uma infecgcdo dos ossos atribuida a acgéo
bacteriana ou fungica) sdo decorrentes da diminuicdo da eficiéncia do sistema imune
causada pelo rapido crescimento do animal.

O intenso processo de selegao genética contribui para o aumento da taxa de
ma formacdo O6ssea em frangos, pois esta voltado para o alto ganho de massa e
elevadas taxas de crescimento com redugédo no tempo de abate (BIZERAY et al.,

2002). Whitehead et al. (2003) concluiram em seus estudos que ha uma correlagéo



genética desfavoravel entre a taxa de crescimento e a incidéncia de problemas
relacionados a integridade 6ssea em frangos, podendo ser observado ao longo das
geragbes selecionadas para peso corporal, as quais passaram a ser mais
susceptiveis para problemas locomotores.

O melhoramento genético em aves acarretou no desenvolvimento
desproporcional do musculo do peito, que pode provocar disfun¢des estruturais e dor
e comprometer a locomog¢ao normal das aves (NESTOR et al., 1985; LILBURN,
1994). De acordo com Almeida Paz et al. (2009), as patologias que acometem o
sistema locomotor de animais confinados sdo de grande importancia econémica na
producao animal, por resultar em queda no desempenho e piora no bem-estar. Isso
ocorre devido a dificuldade do individuo em se locomover, acarretando na reducgao
do consumo de agua e de alimentos, e impacto na saude e eficiéncia produtiva do
animal.

A estrutura 6ssea esta intimamente relacionada com os problemas de pernas
em frango de corte. Os principais problemas locomotores em frangos de corte s&o:
discondroplasia tibial (DT), Necrose da cabegca do Fémur (FHN) e Desvio lateral
(Valgus) ou medial (Varus) de umas ou das duas pernas (Valgus-Varus)
(GONZALES e MENDONCAS JR, 2006). Segundo Riddell (1992), a Valgus-Varus é
responsavel pela claudicagdo e deformidade esquelética em frangos e perus. Esta
doenca se manifesta pela rotagdo do osso da tibia, devido ao aumento da angulagéo
da tibia e posicionamento anormal do pé (WHITEHEAD et al., 2003). Uma forma de
reverter esta situacdo seria a selecdo para fortalecer a integridade dos o0ssos.
Contudo, as mudangas na integridade 6ssea em aves tém sido avaliadas utilizando-
se técnicas como abate dos animais para analise mineral dos ossos, cinzas e forga
de resisténcia a quebra (ZIMMER, 2005).

Desta forma, ressalta-se a importancia dos estudos de associacéo genética
no intuito de identificar genes que atuem na expressédo dessas caracteristicas bem
como auxiliar os programas de melhoramento genético na definicdo de critérios de
selecdo com o intuito de obter progressos genéticos nas caracteristicas estudadas e

minimizar os problemas relacionados a integridade 6ssea.



1.3.4 Genoma da galinha (Gallus gallus)

O genoma da galinha € composto por 38 pares de cromossomos autossomos
(sendo 5 macrossomos, 5 intermediarios e 28 microcromossomos) e um par de
cromossomos sexuais (Z e W): totalizando 78 cromossomos (2n). Diferente dos
mamiferos, nas aves a fémea é o sexo heterogamético (ZW) e o macho & o sexo
homogamético (ZZ) (SCHIMD et al., 2005). A anotagdo do genoma referéncia da
galinha (Gallus gallus 4.0) descrita no banco de dados Gene do NCBI
(www.nbci.nlm.nih.gov/gene) possui tamanho hapléide de 1.200 Mb e consta de
24.416 genes anotados dos quais 20.878 genes sao codificantes de proteina. Os
microcromossomos da galinha tém taxa de recombinacdo que varia de 3,9 a 17,1
cM/Mb e taxa de recombinagdo para macrocromosomos entre 2,7 a 3,2 cM/MB
(BURT, 2006). Contudo, o mesmo autor relata que nos seres humanos esta taxa é
de cerca de 1 cM/Mb. Essa alta taxa de recombinacgé&o faz da galinha um organismo
ideal para estudos de ligagao génica, porém, mapas genéticos de alta resolugéo séo
necessarios para definir a taxa de recombinagao dentro dos cromossomos (SCHIMD
et al., 2005).

A partir dos estudos dos cromossomos tornou-se possivel a construcao de
mapas de ligacdo e mapeamento de QTL envolvendo todo o genoma do animal.
Groenen et al. (2000) criaram um mapa consenso da galinha a partir dos mapas de
ligacdo de trés populagdes referéncia (Compton, East Lansing e Wageningen).
Schmid et al. (2005) atualizaram este mapa incluindo 372 /oci, totalizando 4.200 cM
distribuidos por 53 grupos de ligagdo. O mapa consenso contém 801 marcadores
microssatélites, que sdo os mais utilizados para mapeamento de QTL devido ao alto
polimorfismo apresentado por este tipo de marcador. Groenen et al. (2009) utilizando
9.268 marcadores, sendo 669 do Mapa Consenso da Galinha (Schmid et al., 2005) e
8.599 SNPs, aperfeicoaram o mapa com melhores resolu¢cdes e comprimento de
3.228 cM. Este mapa fornece informagdes sobre os marcadores contribuindo para
um melhor mapeamento de QTL. O mapeamento genético requer entdo a presenca
de polimorfismos detectaveis que estejam em recombinagcdo ou segregagdo em

determinada populacdo. A disponibilidade de um mapa do genoma da galinha, rico



em informagdes sobre marcadores, possibilita uma analise sistematica da natureza

da variagéo genética de caracteristicas economicamente importantes em aves.

1.3.5 Loci de caracteristicas quantitativas (QTL)

Caracteristicas quantitativas s&o controladas por um grande numero de genes
com efeito, denominados poligenes. O segmento de DNA responsavel pelas
expressoes fenotipicas das caracteristicas quantitativas &€ chamado de QTL
(“Quantitative Trait Loci”’). Por meio de associa¢des no pedigree entre heranga de
marcadores genéticos e performance, podemos localizar QTL no genoma (HILLEL,
1997).

A identificacéo de QTL para caracteristicas de interesse econdmico e de baixa
herdabilidade tem viabilizado a sele¢cdo assistida por marcadores (MAS) em
programas de melhoramento genético de aves. Segundo Van Der Werf (2001), a
MAS é importante nas situacbes em que a acuracia de selecdo é baixa, para
caracteristicas de baixa estimativa de herdabilidade ou para caracteristicas que s6
podem ser medidas em um dos sexos, no final da vida do animal ou apds o abate.
Assim, QTL para caracteristicas economicamente importantes em aves poderao

contribuir para aumentar a acuracia de selecao para estas caracteristicas.

1.3.6 Genes candidatos analisados

Os genes de acédo biolégica conhecida que possuem relagdo com
caracteristicas de desenvolvimento ou da fisiologia, s&o conhecidos como genes
candidatos (BRYNE e McMULLEN, 1996). A selecao direta para as caracteristicas
de interesse, na auséncia de dados do pedigree, pode ser realizada por meio da
definicdo de variacdo alélica (BURT, 2002). Segundo a hipotese de Soller (1998)

sobre os genes candidatos, a variagdo funcional dos genes diretamente envolvidos
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com as caracteristicas de interesse, causa a maior por¢cao da variancia fenotipica de
um loci de caracteristica quantitativa (QTL).

Desta forma, em busca de SNP que possam ser utilizados como marcadores
moleculares na selecdo assistida para as caracteristicas de interesse neste estudo,
selecionamos os genes RUNX2 (“Runt-related transcription factor 2’) e TNFSF11
(“Tumor necrosis fator (ligand) superfamily, member 11”) como genes candidatos por
terem sido relacionados na literatura com os mecanismos de desenvolvimento dos
tecidos Osseos. Além disso, busca-se identificar possivel associacdo dos genes
RUNX2 e TNFSF11 com caracteristicas de desempenho, composi¢cao de carcaca e

orgaos na populagao estudada.

1.3.6.1 Gene RUNX2 (“Runt-related transcription factor 2”)

O gene RUNX?2 esta relacionado ao desenvolvimento e manuteng&o do tecido
0sseo, atuando como fator de transcrigao na formacgéo de osteoblastos (KAMMERER
et al., 2013). Mutagbes no gene RUNXZ2 podem acarretar em doengas tais como a
displasia cleidocranial (OTTO et al., 2002) que afeta primariamente o sistema
esquelético, atingindo ossos membranosos e a ossificagdo endocondral, podendo
ser qualificada como desordem generalizada das estruturas esqueléticas (NEVILLE
et al., 2002). A localizagdo do gene RUNX2 esta no cromossomo 3 (NC_006090.3)
na regido compreendida entre os nucleotideos 108.922.069 e 109.069.083 (NCBI,
2015).

1.3.6.2 Gene TNFSF11 (“Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member
11”)

O gene TNFSF11 que apresenta como sinbnimo “Receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand” (RANKL) é uma proteina codificada por um receptor da familia



TNF (mais especificamente, o gene TNFSF11) importante na regulacéo do processo
de modelagédo 6ssea (GENETICS AND HOME REFERENCE, 2013). Além disso, o
TNFSF11 atua na diferenciacéo e expressao de células dos osteoclatos cuja fungéo
€ reabsorver a matriz mineralizada dos ossos (USUI et al., 2008). Segundo
PEREIRA e PEREIRA (2004), o TNFSF11 possui papel importante na diferenciacao
dos osteoclastos (que sdo derivados de células monociticas ou macrofagicas e
degradam a matriz Ossea), pois sua auséncia acomete em falhas no
desenvolvimento destas células. No genoma da galinha, esse gene esta localizado
no cromossomo 1 (NC_006088.3) na regido entre os nucleotideos 165.817.349 e
165.837.233 (NCBI, 2015).

1.3.7 Contribuicdo dos estudos relacionados a integridade o6ssea para

avicultura de corte

A importancia dos estudos envolvendo caracteristicas relacionadas as
desordens ésseas em frangos de corte, se da pela escassez de trabalhos na
literatura com estas caracteristicas, pela dificuldade de mensuragéo e colheita dos
dados fenotipicos realizada somente apds o abate dos animais. Além disso, estas
caracteristicas apresentam estimativas de herdabilidade de baixa magnitude,
dificultando a selecdo com resposta em ganho genético a curto prazo. Tecnologias
que aliem a genética quantitativa a molecular com o objetivo de minimizar o impacto
causado pelas desordens désseas decorrentes do intenso processo de sele¢ao para
caracteristicas de desempenho em frangos de corte, sdo necessarias. Estudos séo
conduzidos por meio do uso de ferramentas moleculares como a selecdo assistida
por marcadores a fim de identificar regibes de QTL de genes associados as
caracteristicas de integridade 6ssea e entender quais os mecanismos biologicos
estdo envolvidos no processo de mineralizacdo da matriz 6ssea. Além disto, o
entendimento da arquitetura genética da populacdo em relacdo a estes genes,
permitira compreender como estes genes estdo associados com outras

caracteristicas de interesse econdmico.
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CAPITULO 2. ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS, FENOTIPICOS E
AMBIENTAIS PARA CARACTERISTICAS RELACIONADAS A INTEGRIDADE
OSSEA DO FEMUR E PESO AOS 42 DIAS DE IDADE EM UMA POPULAGAO DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO - A intensa selecdo em frangos de corte, principalmente para
caracteristicas de desempenho e carcaga, estd favorecendo o aparecimento de
problemas locomotores nos animais e diminuicdo da resisténcia 6ssea. Por isso,
torna-se necessaria a realizacdo de estudos relacionados com o desenvolvimento e
crescimento do tecido 6sseo desses animais a fim de buscar minimizar as perdas
relativas no desempenho das aves. Deste modo, parametros genéticos foram
estimados para caracteristicas fenotipicas de peso aos 42 dias de idade (P42),
rendimento de fémures resfriados (RPFEM) e medidas tomadas no fémur: peso
(PFEM), teor de calcio (CA), teor de cinzas (CZ), teor de matéria seca (MS), teor de
magnésio (MG), teor de fosforo (P), teor de zinco (ZN), relagao calcio: fésforo (CA:P),
forca de quebra (FORC), rigidez (RG), comprimento (COMP) e espessura (ESP) em
uma populacao de frangos de corte. Os componentes de varidncia foram estimados
a priori em analises unicaracteristica para obtencdo dos valores iniciais das
variancias e, posteriormente, em analises multicaracteristicas pelo método de
maxima verossimilhanga restrita. O modelo incluiu o efeito fixo de grupo
(concatenacdo de sexo e incubacéo) e efeitos aleatérios genético aditivo e residual.
As estimativas de herdabilidade variaram entre 0,10 (0,05) e 0,50 (0,08) para
RPFEM e P42, respectivamente, e indicaram que as caracteristicas possuem
componente genético aditivo com magnitude suficiente para responder ao processo
de selecao, com excegéo do RPFEM que apresentou coeficiente de herdabilidade de
baixa magnitude. Estimativas de correlagbes genéticas com magnitude alta e
favoravel entre FORC, RG e caracteristicas relacionadas ao teor de minerais (CA, P,
ZN, MG, CA:P) e matéria mineral (CZ) do fémur indicaram que, a selecao visando
resisténcia a forca de quebra do fémur, acarretard em maiores teores de minerais e
matéria mineral nos ossos. Considerando as estimativas de correlacbes genéticas

entre P42 e minerais, ressalta-se que a selecao para P42 podera ser realizada com
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maior énfase contudo, ndo ira afetar a integridade 6ssea do fémur.

Palavras-chave: cinzas, correlacado genética, estimativa de herdabilidade, minerais,

peso corporal.
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GENETIC PARAMETERS ESTIMATES FOR RELATED TRAITS TO THE
INTEGRITY BONE OF THE FEMORAL AND WEIGHT TO 42 DAYS OF AGE IN A
BROILER POPULATION

ABSTRACT - The intense selection in broilers, mainly for performance and
carcass traits, is favoring the onset of locomotors problems in animals and decreased
bone strength. Therefore, it becomes necessary to carry out studies related to the
development and growth of bone tissue of these animals in order to minimize losses
on the performance of birds. Thus, genetic parameters were estimated for phenotypic
traits such as weight at 42 days of age (W42), chilled femurs yield (RPFEM) and
measures taken in the femur: weight (PFEM), calcium content (CA), ash content
(CZ), dry matter (DM) content of magnesium (MG), phosphorus (P), zinc content
(ZN), calcium: phosphorus relation (CA:P), breaking force (FORC), stiffness (RG),
length (COMP) and thickness (ESP) in a population of broilers. Variance components
were estimated a priori in univariate analysis to obtain the initial values of the
variances and later in multivariate analysis by the restricted maximum likelihood
method. The model included the fixed effect of group (sex and incubation) and
genetic random effects additive and residual. Heritability estimates ranged from 0.10
(0.05) 0.50 (0.08) for RPFEM and W42, respectively, indicating that the traits have
additive genetic component with sufficient magnitude to respond to the selection
process, except for RPFEM that presented heritability coefficient of low magnitude.
Estimates of genetic correlations between high and favorable magnitude between
FORC, RG and traits related to mineral content (CA, P, ZN, MG, CA: P) and mineral
matter (CZ) of the femur indicated that selection for resistance to force bone
breakage will result in higher mineral content and mineral content in the bones.
Considering the estimates of genetic correlations between W42 and minerals, it is
emphasized that the selection for W42 can be performed, however, will not affect

femur integrity bone.

Keywords: ashes, body weight, femur, genetic correlation, minerals.
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2.1 INTRODUCAO

A competitividade das linhagens de frangos de corte resultou de intensa
selecdo para caracteristicas de desempenho corporal e carcaga. Contudo, a selegcéao
que favoreceu o rapido crescimento destes animais, também provocou o
aparecimento de problemas locomotores e diminuicdo da resisténcia O&ssea.
Desordens esqueléticas sao causadas pelo fato do sistema esquelético ndo estar
comportando o aumento de massa corporal (JULIAN, 2005; DIBNER et al., 2007).
Segundo Williams et al. (2004), animais com rapido desenvolvimento corporal
possuem alta taxa de sintese e absor¢do nos 0ssos, 0 que provoca mineralizacéo
insuficiente para sustentar o peso corporal, pois necessitam de ajuste do seu
tamanho e geometria, acarretando no comprometimento deste material 0sseo.
Embora as desordens esqueléticas ocorram desde o inicio da vida do animal
(quando os ossos passam a sofrer o processo de mineralizagdo) os problemas
locomotores serdao percebidos posteriormente, proximo a idade ao abate destes
animais (VAN DER EERDEN et al., 2003; DIBNER et al., 2007; OVIEDO-RONDON
et al., 2008; FERKET et al., 2009).

Problemas relacionados a integridade Ossea sao preocupantes para a
industria avicola devido, principalmente, ao alto indice de descarte no abatedouro em
funcdo de carcacas pouco desenvolvidas e com fraturas, e também por causar
perdas relativas ao desempenho das aves. Estima-se que cerca de 12 milhdes de
quilos de carne sao perdidos anualmente nos abatedouros do Brasil (LOPES, 2009).

O grande avanco na produtividade avicola é devido principalmente ao
melhoramento genético. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi estimar os
parametros genéticos, fenotipicos e ambientais para as caracteristicas relacionadas
a integridade 6ssea do fémur em uma populagéo de frangos de corte com o intuito

de fornecer suporte ao processo de selegao.



19

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Populagao experimental e colheita dos dados

Para realizacdo do presente estudo foi utilizada a base de dados da
populacdo referéncia TT de frangos de corte, do programa de Melhoramento
Genético de Aves da Embrapa Suinos e Aves, em Concérdia/SC. A populagao
referéncia TT € uma linha paterna de aves de corte, a qual teve sua origem a partir
do cruzamento das ragas Cornish, Hampshire e White Plymouth Rock e vem sendo
selecionada desde 1992, com o objetivo de melhorar o peso corporal, conversao
alimentar, rendimentos de carcaca e partes, viabilidade, fertilidade, eclodibilidade, e
reducdo da gordura abdominal. A populagéo referéncia TT foi formada a partir da
expanséo da linha pura de frangos de corte pertencente ao mesmo programa de
melhoramento e foi obtida pelo acasalamento de 20 machos com 92 fémeas (1:5),
totalizando cerca de 1.500 progénies.

Foram utilizados pintos de um dia de idade, de ambos o0s sexos, provenientes
de cinco incubagdes. As aves foram mantidas em boxes coletivos até 35 dias de
idade e dos 35 aos 41 dias de idade foram alojadas em gaiolas individuais para a
avaliacdo da conversao alimentar. Os animais foram identificados por meio de anéis
metdlicos para controle do pedigree, os quais receberam racao inicial do 1° ao 21°
dia (21% de proteina bruta e 3.150 kcal de energia metabolizavel), ragado de
crescimento do 22° ao 34° dia (20% de proteina bruta e 3.200 kcal de energia
metabolizavel) e ragao final do 35° ao 41° dia (18,5% de proteina bruta e 3.200 kcal
de energia metabolizavel).

Aos 42 dias de idade, com um intervalo de 6 horas de jejum, 1.452 aves foram
abatidas, diversas caracteristicas fenotipicas de desempenho e carcaga foram
mensuradas e os ossos do fémur foram colhidos, pesados e armazenados em
freezer a -20°C. Este material foi utilizado para as mensuragdo de caracteristicas
referentes a estrutura 6ssea. Essa populacdo apresenta banco de DNA gendmico,

registro de pedigree de cada individuo e banco fenotipico com diversas
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caracteristicas de interesse para a avicultura.

2.2.2 Caracteristicas fenotipicas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas fenotipicas nas aves abatidas da
populacdo TT de frangos de corte: peso aos 42 dias de idade (P42), rendimento de
fémures resfriados (RPFEM) e medidas tomadas no fémur: peso (PFEM), teor de
calcio (CA), teor de cinzas (CZ), teor de matéria seca (MS), teor de magnésio (MG),
teor de fésforo (P), teor de zinco (ZN), relagéo calcio: fosforo (CA:P), forga de quebra
(FORC), rigidez (RG), comprimento (COMP) e espessura (ESP).

Para a avaliagdo das caracteristicas do fémur, os ossos do fémur de aves
foram colocados a temperatura de 0°C por 24 horas e em seguida, o excesso de
carne, gordura e cartilagem foi removido manualmente e os ossos foram avaliados
quanto ao peso umido, comprimento entre as extremidades e espessura na regiao
mediana. Apds as medicdes, os ossos foram acondicionados em sacos plasticos,
identificados com o numero do individuo e armazenados novamente na temperatura
de -20°C.

O indice de Seedor (IS) foi obtido pela razéo entre o peso e o comprimento do
osso (SEEDOR, 1995). Este indice foi usado como indicativo da densidade do fémur
da populacao, em que quanto maior o indice mais denso o osso. Para determinagao
da resisténcia a flexdo do fémur, os ossos foram acondicionados a 0°C por 48 horas
e em seguida deixados a temperatura ambiente por cerca de uma hora. O ensaio de
flexdo foi realizado na maquina TA - XTPlus Texture Analyzer ©Texture
Technologies Corporation, usando a probe3-Point Bending Rig (HDP/3PB),
plataforma HDP/90 e célula de carga de 50 kg. Os ossos foram acomodados na
mesma posigado, com as extremidades apoiadas em dois suportes afastados a 30
mm. A distancia percorrida pela probe apds o toque na amostra foi de 20 mm com
velocidade de teste de 2,00 mm/s, velocidade de pré-teste de 2,00 mm/s e
velocidade de poés-teste de 20,00 mm/s, e forga programada para inicio da analise

(‘trigger force’) de 5g Esta forga foi aplicada na regido central (diafise) e a resisténcia
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a flexdo ou médulo de ruptura determinada. Apdés o rompimento, os fragmentos
0sseos foram acondicionados em sacos plasticos, identificados com o numero da
amostra e posteriormente armazenados a 0°C por aproximadamente 24 horas para
posterior analise de matéria seca e cinzas.

Para determinacdo da porcentagem de matéria seca, os fragmentos ésseos
do fémur que estavam a 0°C foram mantidos a temperatura ambiente por cerca de
uma hora, acondicionados em cadinhos de porcelana previamente pesados e
deixados em estufa a temperatura de 105°C por 16 horas. Apds, os cadinhos
contendo as amostras foram mantidos no dessecador até atingirem temperatura
ambiente e em seguida pesados. A porcentagem de matéria seca foi determinada
pela razdo entre o peso da amostra seca e o peso da amostra umida.

A determinacédo da porcentagem de cinzas foi realizada com os fragmentos
0sseos logo ap6s a obtengcdo da matéria seca. As amostras foram incineradas em
mufla por seis horas. A temperatura maxima da mufla foi alcangada com aumentos
graduais. Inicialmente 350°C por uma hora, 450°C por uma hora, 550°C por uma
hora e 600°C por trés horas. Em seguida, os cadinhos contendo as amostras foram
deixados no dissecador até atingirem a temperatura ambiente e em seguida foram
pesados. A porcentagem de cinzas foi determinada pela razdo entre o peso das
cinzas e o peso da amostra seca. As cinzas foram acondicionadas em sacos
plasticos, identificadas com o numero do individuo e armazenadas em ambiente com
baixa umidade.

Para determinacdo dos minerais, a analise foi realizada no residuo mineral da
amostra obtido previamente. Foi feita a solubilizagdo acida em forno de micro-ondas
Anton-Paar Microwave 3000 (Graz, Austria) equipado com rotor 48MF50 e sensor de
controle p/T M50 seguyindo as recomendacgdes do fabricante do equipamento. Inici-
almente, 0,1g (+0,0001) da amostra foi pesado em um tubo de PFA de 50 ml ao qual
foi adicionado 6 ml de HCI (aq.) 6 mol/L. O tubo foi introduzido em vaso de decom-
posicdo com tampa MF50, posteriormente acomodado em rotor 48MF50. O forno
micro-ondas foi operado com rotagédo constante, taxa de pressao de 0,5 bar/s e po-
téncia d e 1200W. O tempo de aquecimento para atingir 170°C foi de 15 minutos,
temperatura esta mantida por mais 15 minutos. Apds a solubilizagdo por radiagcao

micro-ondas, a solugdo da amostra foi resfriada até temperatura ambiente e o volu-
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me corrigido para 100 ml com agua ultrapura. Os elementos de interesse foram en-
tdo, quantificados na solugdo da amostra. Quando necessario, a solucao foi diluida
previamente com agua ultrapura para adequar a concentracdo do analito na faixa
linear do método de determinagdo. A quantificagao foi realizada por espectrometria
de absorcédo atdomica (EAA), no equipamento VARIAN SpectrAA 220 com atomiza-
¢do em chama equipado com ldampadas de catodo oco monoelementares utilizando
gas acetileno. Para aquisicdo dos dados utilizou-se o software SpectrAA 220 3.0. Os
procedimentos para determinagcdo dos minerais foram detalhados por Cunha Junior
(2005).

2.2.3 Analises estatisticas

Os efeitos ambientais considerados no modelo de analise genética foram
estudados por meio do método dos quadrados minimos. O efeito de grupo
(concatenacdo das variaveis incubagao e sexo) foi significativo (P<0,05) sobre as
caracteristicas relacionadas a integridade éssea e peso aos 42 dias de idade. A
distribuicdo dos residuos e demais pressuposi¢cées basicas para a condugao de
analises de variancia foram verificadas utilizando o procedimento GLM do programa
computacional SAS (SAS 9.1, 2001). Residuos padronizados acima de 3,5 ou abaixo
de -3,5 foram excluidos.

As analises para estimacao dos parametros genéticos para as caracteristicas
estudadas foram efetuadas pelo método de maxima verossimilhanga restrita (REML),
em modelo animal multicaracteristica, utilizando o programa computacional
WOMBAT, descrito por Meyer (2007). Os valores iniciais requisitados pelo programa
foram provenientes das analises de variancia, da revisdo de literatura e de analises
unicaracteristica.

O modelo animal proposto para as analises multicaracteristica foi:
y=Xb+Za+te

Em que: y é o vetor da variavel dependente, X é a matriz de incidéncia dos
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efeitos fixos, associando elementos de b e y, b é o vetor de efeitos fixos (grupos de
animais de mesma incubacédo e sexo); Z é a matriz de incidéncia do efeito aleatério
genético direto, associando os elementos de a e y, a é o vetor de efeitos aleatorios
para o efeito genético aditivo direto e e é o vetor de efeitos residuais. Foram
assumidas as seguintes pressuposi¢des: Var(a)=Ac% em que A é a matriz de
parentesco e 0% é a variancia atribuida aos efeitos genético aditivos e Var(e)=lo%

em que / é uma matriz identidade e 0% é a variancia atribuida aos efeitos residuais.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Analises estatisticas

2411 Estimativas de herdabilidade, correlagées genéticas, fenotipicas e

ambientais

Notou-se grande variacao fenotipica das caracteristicas estudadas a partir das
estatisticas descritivas (Tabela 1), principalmente quanto a rigidez do fémur (RG) que
apresentou coeficiente de variacdo superior (41,1%) em relacdo as demais
caracteristicas. As caracteristicas MG, FORC, P, CA:P e PFEM demonstraram
coeficientes de variacdo de magnitude moderada. A escassez de trabalhos com
relacdo as caracteristicas associadas a integridade 6ssea em frangos de corte,
demonstra a necessidade de comparar os trabalhos da literatura a fim de observar
possives mudancgas ocorridas nestas caracterisitcas decorrentes dos processos de

selecéao.
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Tabela 1. Numeros de animais (N), médias, desvios-padréo (DP), valores minimos (Min)
e maximos (Max) e coeficientes de variagcdo (CV) em analises multicaracteristicas,
observados para caracteristicas relacionadas ao peso aos 42 dias de idade e

integridade 6ssea do fémur em uma populagao de frangos de corte

Caracteristica N Média DP Min Max CV (%)
P42 (g) 1.442 2228,99 252,20 1.349,00 2.971,00 11,31
PFEM (g) 1.410 8,57 1,40 4,96 14,45 16,33
RPFEM (%) 1.423 1,46 0,18 0,98 2,29 12,33
CA (g/kg) 963 313,20 36,56 181,68 601,99 11,67
CZ (%) 961 21,44 1,86 1,61 39,82 8,67
MS (%) 962 51,67 3,50 36,52 62,86 6,77
MG (g/kg) 963 7,46 1,87 4,69 59,98 25,06
P (g/kg) 963 188,35 34,11 110,00 1.066,06 18,10
ZN (mg/kg) 936 374,21 45,60 159,20 560,72 12,18
CA:P (g/kg) 963 1,69 0,30 0,21 294 17,75
FORC (kg) 930 29,48 5,93 13,44 49,02 20,11
RG (kg/mm) 906 9,22 3,79 1,05 72,67 41,10
COMP (cm) 1.411 6,96 0,36 7,32 9,34 5,14
ESP (cm) 1.411 9,01 0,80 7,20 11,80 8,88

Peso aos 42 dias de idade (P42), peso do fémur (PFEM), rendimento de fémures resfriados (RPFEM),
teor de calcio no fémur (CA), teor de cinzas no fémur (CZ), teor de matéria seca no fémur (MS), teor de
magnésio no fémur (MG), teor de fosforo no fémur (P), teor de zinco no fémur (ZN), relagéo calcio: fésforo
no fémur (CA:P), forca de quebra do fémur (FORC), rigidez do fémur (RG), comprimento do fémur
(COMP) e espessura do fémur (ESP).

A média do P42 encontrada no presente trabalho foi semelhante (Tabela 1) a

relatada por Schmidt et al. (2003) (2,27 kg) em linhagem paterna de fangos sob
selecao e Koiyama et al. (2014) (2,27 kg) na linhagem Cobb500. Vayego et al. (2008)

(2,57 kg) obtiveram média superior a observada neste estudo em linhagem paterna

de frangos de corte. Estes resultados indicam que a selegdo deve ser aplicada com

maior énfase para P42, a fim de se obter melhor desempenho fenotipico em relagcéo

as linhagens comerciais.

Barbosa et al. (2010) estudaram parametros morfométricos em frangos de

corte hibridos (Hb1) e relataram média inferior de peso aos 42 dias (1884,20 g) e
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média superior para peso do fémur (10,12 g) as relatadas neste trabalho (Tabela 1).
Entretanto, os mesmos autores encontraram meédia superior (7,38 cm), apesar de
proxima, para comprimento do osso a obtida neste trabalho (6,96+0,36 cm). Média
semelhante a obtida neste trabalho para FORC (29,48+5,93 kg) foi relatada pelos
mesmos autores (29,70 kQg).

As caracteristicas fisicas do osso do fémur foram estudadas por Applegate et
al. (2002) em frangos comerciais aos 43 dias de idade, sendo relatadas médias
superiores para COMP (7,63 cm) e ESP (9,43 cm) as relatadas neste trabalho
(6,96+0,36 cm e 9,01+0,80 cm, respectivamente). Segundo Williams et al. (2000), o
comprimento do osso do fémur de animais com maior crescimento € menor quando
comparado ao peso vivo do animal, pois quanto maior o peso do animal e menor o
tamanho do osso, menos momentos de flexao este sofrera.

Almeida Paz et al. (2007) relataram média de teor de matéria seca inferior
(47,11%) a relatada neste trabalho (51,67+£3,50%). O indice Seedor (IS) é um
indicativo da densidade, pois quanto maior o valor do indice melhor a qualidade
O0ssea da populacdo (SEEDOR,1995). O IS calculado pela média dos valores da
populacdo no presente trabalho, foi de 1,23, inferior ao relatado pelos mesmos
autores de 2,24, em outras populagdes.

As estimativas de herdabilidade obtidas no presente trabalho por meio de
analises multicaracteristica (Tabela 2) variaram de 0,10 (0,05) para RPFEM a 0,50
(0,08) para P42. A estimativa de herdabilidade para P42, foi superior as relatadas por
Vayego et al. (2008) de 0,37+0,06 e Gaya et al. (2006), de 0,24+0,03. Os estudos
realizados neste trabalho, indicaram que a seleg¢ao direta para peso vivo aos 42 dias
de idade resultara em progénies mais pesadas pelo fato da caracteristica possuir
coeficiente de herdabilidade com alta magnitude, sendo a propor¢do da variagao
atribuida aos efeitos genéticos aditivos responsavel em parte, pela variagdo
fenotipica da caracteristica nos individuos. As caracteristicas FORC, RG, ZN, ESP,
CZ, CA:P, MG, MS, CA e P apresentaram coeficientes de herdabilidade de
moderada a alta magnitude, indicando que estas caracteristicas possuem
componente genético aditivo suficiente para responder ao processo de selegdo com
ganhos genéticos favoraveis. Contudo, os coeficientes de herdabilidade das
caracteristicas RPFEM, PFEM e COMP foram de baixa magnitude (Tabela 2),
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demonstrando que existe pouca variabilidade genética aditiva para responder com
eficiéncia ao processo de selecdo quando comparadas as demais caracteristicas

estudadas.
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Tabela 2. Variancias genéticas (o0%), variancias fenotipicas (ozp), variancias
ambientais (0%) e estimativas de herdabilidade (h?) obtidas em analises
multicaracteristicas, observadas para caracteristicas relacionadas ao peso aos 42
dias de idade e integridade 6ssea do fémur em uma populacdo de frangos de corte

Caracteristica o, o’ o2 h?

P42 (g) 172756 34702,4 17426.8 0,50(0,08)
P (g/kg) 373786 992271 61848.4 0,38(0,01)
MS (%) 49356,0 133949,0 84589,6 0,37(0,01)
MG (g/kg) 53706,5 146656,0 92949.9 0,37(0,01)
CA (g/kg) 25741,9 70313,3 44571,5 0,37(0,01)
CAP (g/kg) 370216 102845,0 65823,4 0,36(0,01)
CZ (%) 51687,2 142097,0 90409,7 0,36(0,01)
ZN (mglkg) 20239,2 60181,1 39941.9 0,34(0,02)
ESP (cm) 1504,44 44001 28957 0,34(0,06)
RG (kg/mm) 52149,1 164562,0 1124130 0,31(0,03)
FORC (kg) 45651,2 148768,0 103117,0 0,30(0,02)
COMP (cm) 3811,0 19154,3 15343,3 0,19(0,07)
PFEM (g) 4010,2 22312,0 18301,8 0,18(0,07)
RPFEM (%) 10715 9939,7 8868,3 0,10(0,05)

Caracteristicas: peso aos 42 dias de idade (P42), teor de fosforo no fémur (P), teor de
matéria seca no fémur (MS), teor de magnésio no fémur (MG), teor de calcio no fémur
(CA), relacao calcio: fésforo no fémur (CA:P), teor de cinzas no fémur (CZ), teor de
zinco no fémur (ZN), espessura do fémur (ESP), rigidez do fémur (RG), forca de
quebra do fémur (FORC), comprimento do fémur (COMP), peso do fémur (PFEM) e
rendimento de fémures resfriados (RPFEM).
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Souza et al. (2013) observaram, ao estudar ossos da tibia na mesma
populacdo de frangos de corte TT, estimativas de herdabilidade para comprimento
da tibia, espessura da tibia e teor de matéria seca da tibia inferiores as relatadas
neste trabalho com ossos do fémur (Tabela 2). Foi relatado coeficiente de
herdabilidade superior (0,43) para teor de cinzas na tibia em relagdo ao obtido no
presente estudo (0,36+0,01) com o osso do fémur (Tabela 2). Contudo, Ragognetti
(2013) encontrou em animais F2 (provenientes de um cruzamento TT X CC)
estimativas de herdabilidade para comprimento e peso da tibia superiores as
relatadas neste trabalho para comprimento e peso do fémur. A estimativa de
herdabilidade de FORC (Tabela 2) foi de moderada magnitude, semelhante a
relatada por Souza et al. (2013).

O estudo das caracteristicas relacionadas a integridade 6ssea € de extrema
importancia para entender de que forma a selecdo para caracteristicas de
desempenho pode afetar o desenvolvimento dos ossos. Além disso, trabalhos na
literatura sdo escassos devido ao fato dessas caracteristicas serem de dificil
mensuracgao (por serem colhidas somente apds o abate dos animais) e possuirem
estimativas de herdabilidade com baixo componente genético aditivo.

Mediante a estimativa nula de correlacdo genética e o erro-padrao superior a
estimativa, ndo foi possivel evidenciar associacédo genética linear (Tabela 3) entre
P42 e RG (0,00+0,14). Isto indica que a selecao para peso corporal nao influencia na
integridade 6ssea do féemur.

De acordo com Zhong et al. (2012), que estudaram linhagens comerciais de
perus, afirmaram que, embora correlagdes entre peso corporal e propriedades
intrinsecas dos ossos fossem desconhecidas, o peso corporal sempre foi relatado
como potencial fator de modulacdo dos ossos. Com base somente no sinal
(negativo) das estimativas das correlagbes genéticas entre o P42 e o teor de
minerais (CA, MG, P, ZN, CA:P) obtidas no presente trabalho (Tabela 3), poderiamos
concluir que a selegcdo para animais mais pesados poderia resultar em menores
teores de minerais nos ossos do fémur, contribuindo para o aparecimento de fraturas
O0sseas, bem como diminuigcdo da resisténcia 6ssea destes animais. Contudo, as
estimativas das correlagbes sao pouco confiaveis, uma vez que os erros-padrao

estimados foram maiores ou iguais as estimativas das correlagdes genéticas.
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Portanto, nao foi possivel evidenciar com base neste estudo, que a selecao para P42
acarretara em diferencas de mineralizacdo do nas caracteristicas constituintes e
morfométricas dos ossos do fémur.

Crespo et al (2002), estudando perus, identificaram que animais mais
pesados que apresentavam fraturas nos ossos do fémur, possuiam o teor de calcio
reduzido em relagdo a um animal com fémur integro. A mineralizagdo do osso é
afetada pela taxa de crescimento (RATH et al., 2000). Zhong et al. (2012) relataram
evidéncias de que diferencas de mineralizagdo contribuam para a integridade éssea,
ainda que isso leve tempo. Desta forma, o teor de minerais e cinzas é utilizado como
indicativo da resisténcia 6ssea.

O PFEM apresentou correlagdo genética proxima de 1,00 (0,99+0,00) com
COMP (Tabela 3), indicando que os mesmos genes estdo envolvidos na expressao
das caracteristicas, o que significa que a selecdo que favorecesse PFEM também
favoreceria COMP. Contudo, devido o fato de que as estimativas de correlagbes
genéticas sao baixas e possuem erros-padréo superiores as estimativas, nao foi
possivel determinar associagdes genéticas entre PFEM e as demais caracteristicas.

A forca de quebra do fémur é uma caracteristica de suma importéncia pois
além de apresentar componente genético aditivo suficiente para responder a selecéao
(Tabela 2), é 6timo indicador da qualidade intrinseca do material 6sseo, podendo
atuar como ferramenta a fim de corrigir desordens relacionadas a integridade éssea.
Forte associacdo genética positiva e favoravel de forca de quebra do fémur (FORC)
e RG com as caracteristicas teor de minerais (CA, P, ZN, MG, CA:P) e matéria
mineral, no caso, teor de cinzas (CZ), indicam que, a selegdo de animais para forga
de quebra do fémur e/ou rigidez do fémur, acarretara em animais com maiores
teores de minerais nos 0ssos, e consequentemente, animais com estruturas ésseas
mais fortes e com menos problemas de desordens oOsseas. Os resultados
observados neste trabalho (Tabela 3), contrariam os resultados encontrados por
Runho et al. (2001) que, estudando diferengas de niveis de fésforo na dieta de
frangos de corte e suas consequéncias na resisténcia a quebra e teor de minerais
nos 0ssos da tibia, observaram que teores maiores de cinzas e fésforo encontrados
Nos 0SsOos, Nao resultaram em maior resisténcia a quebra éssea.

Correlagdes genéticas com menores magnitudes foram observadas entre ESP
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e minerais, porém foram positivas e favoraveis. Nao foi possivel estabelecer
associagao genética entre COMP e minerais e entre COMP e FORC pelo fato de que
as estimativas obtidas sdo pouco confidveis, pois apresentaram erros-padrao
maiores ou iguais as estimativas. Schmidt et al. (1999) obtiveram correlagdes
genéticas negativas entre comprimento e resisténcia em ossos da tibia ao estudarem
linhagens puras em frangos de corte, indicando que o aumento no comprimento da
tibia resultaria em diminuicdo na resisténcia do osso, resultado este diferente do
encontrado neste trabalho. Contudo, os mesmos autores concluiram que a selegcéao
para peso corporal ndo esta correlacionada com a resisténcia dssea.

Em geral, magnitudes de correlagbes ambientais foram nulas ou tiveram
mesmo sinal e magnitude que as respectivas correlagdes genéticas. Deste modo,
podemos concluir que as interpretagcbes das correlagbes genéticas podem ser
consideradas. Correlagdes ambientais (Tabela 3) positivas e altas (proximas de 1)
observadas entre os minerais, minerais e CZ, minerais e MS, minerais e FORC,
minerais e RG, FORC e RG, FORC e CZ, PFEM e COMP indicam que as

caracteristicas respondem ao ambiente no mesmo sentido.
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2.5 CONCLUSOES

N&o foi possivel evidenciar com base neste estudo, que a selegao para P42
acarretara em diferencas de mineralizac&o nas caracteristicas constituintes dos ossos
e morfométricas do fémur. Deste modo, a selecdo para P42 podera ser realizada com
maior énfase a fim de melhorar o desempenho da linhagem estudada em relagdo as
linhagens comerciais. A selegdo para FORC e RG resultara em maiores teores de
minerais € matéria mineral nos 0ssos e consequentemente, animais com maior
resisténcia a ocorréncia de desordens Osseas, porém é necessaria a identificagdo de
caracteristicas geneticamente relacionadas a estas e que possam ser mais facilmente

medidas.
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CAPITULO 3. ESTUDO DE ASSOCIAGAO DOS GENES RUNX2 E TNFSF11 COM
CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO, ORGAOS, CARCAGA E INTEGRIDADE
OSSEA EM UMA LINHAGEM PATERNA DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - A intensa selegéo para caracteristicas de desempenho e carcaca
esta favorecendo o aparecimento de problemas locomotores nos animais e
diminuicdo da resisténcia 6ssea em frangos de corte. Desta forma, genes associados
com caracteristicas relacionadas a integridade éssea, tornam-se candidatos em
estudos genéticos, a fim de reduzir o impacto causado em consequéncia de
desordens Osseas no sistema de producgdo. Deste modo, objetivou-se investigar a
associagao de polimorfismos nos genes RUNX2 e TNFSF11 com caracteristicas de
desempenho, composi¢cao de carcaga, 6rgéos e integridade 6ssea em uma linhagem
paterna de frangos de corte. Foi realizada a genotipagem de 1.453 animais da
populacao referéncia TT pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético de
Aves da Embrapa Suinos e Aves. A técnica de PCR-RFLP foi realizada para a
deteccdo dos SNPs, utilizando a enzima de restricdo BtsCl para o SNP g.57.397A>G
no gene RUNX2 e a enzima Hinfl para o SNP g.14.614A>G no gene TNFSF11.
Analises de associagéo genética entre os SNPs e as caracteristicas estudadas foram
realizadas no programa QxPak que utiliza procedimentos de maxima verossimilhanca
para modelos mistos. Foram incluidos os efeitos fixos de incubagao, sexo e do SNP,
assim como os efeitos aleatérios do animal e do erro associado ao modelo. Foi
verificada associagdo genética significativa (P<0,05) entre o SNP g.57.397A>G no
gene RUNX2 e as caracteristicas peso aos 21 dias, consumo de ragédo dos 35-41
dias, ganho de peso dos 35-41 dias, peso de sangue e penas, peso da pele do peito,
peso do pulmao, rendimento de sangue e penas, rendimento de pele e carne do
peito. Quanto ao SNP g.14.614A>G no gene TNFSF11, associagcbes genéticas
significativas (P<0,05) foram encontradas com as caracteristicas peso ao nascimento,
peso e rendimento do coragdo enquanto que associagbes genéticas sugestivas
(P<0,10) foram observadas para gordura abdominal e seu respectivo rendimento.
Concluiu-se que a selecao a favor do SNP g.14.614A>G no gene TNFSF11 pode ser
realizada no intuito de minimizar a deposi¢cdo de gordura abdominal e melhorar a

qualidade da carcaga dos frangos de corte.
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SNP.
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STUDY OF THE ASSOCIATION OF THE RUNX2 AND TNFSF11 GENES WITH
PERFORMANCE TRAITS, ORGANS, CARCASS AND BONE INTEGRITY OF A
PATERNAL BROILER LINEAGE

ABSTRACT - The intense selection for performance and carcass traits is
favoring the onset of locomotors problems and decreasing bone strength in broilers.
Thus, genes associated with traits related to bone integrity, became candidates for
genetic studies in order to reduce the impact of bone disorders on the production
system. This study investigated the association of RUNX2 and TNFSF11 genes with
performance traits, carcass composition, organs and bone integrity in a paternal
broiler lineage. A total of 1,453 animals of the TT reference population from poultry
breeding program of Embrapa Swine and Poultry were genotyped. PCR-RFLP using
the restriction enzymes BtsCl and Hinfl, was performed to detect SNPs in the
g.57.397A>G RUNX2 and g.14.614A>G TNFSF11, respectively. Analysis of genetic
associations between the SNPs and traits was carried out using the maximum
likelihood procedures for mixed models of the QxPak software. The fixed effects were
incubation, sex and SPN while the random effects were animals and model associated
error. Significant genetic association was found (P<0.05) between the SNP
g.57.397A>G RUNX2 gene and the traits weight at 21 days; feed intake and weight
gain between 35 and 41 days; as well as weights of blood and feather, breast skin and
lung; and vyields of blood and feather, skin and breast meat. Significant genetic
associations (P<0.05) were found between the SNP g.14.614A>G in TNFSF11 gene
and the traits birth weight, heart weight and yield, while suggestive genetic
associations were found with fat abdominal and fat abdominal yield. It was concluded
that the selection for SNP g.14.614A>G in TNFSF11 gene can be used in order to

reduce abdominal fat deposition and improve quality carcass in broilers.

Keywords: body weight, femur bone integrity, genetic selection, PCR-RFLP, SNP.
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3.1 INTRODUGAO

Em busca de produtos com qualidade para atender as exigéncias do mercado
interno e externo, melhoristas de frango de corte tem selecionado cada vez mais,
aves para rapido crescimento e ganho de peso. Com isso, a incidéncia de problemas
relacionados as desordens 0sseas nos animais vem sendo cada vez mais observada,
pois o desenvolvimento dsseo requer mais tempo que o rapido crescimento permite.
Deste modo, € importante estudar problemas relacionadas a integridade O6ssea pois
estes contribuem para decréscimo na producdo, mortalidade e condenagbes de
carcacgas animais (RATH et al., 2000).

O desenvolvimento esquelético dos animais pode ser influenciado por genes
que atuam na taxa de crescimento inicial, os quais podem ser observados por meio
da correlagéo genética entre pesos, ganhos de pesos e caracteristicas de integridade
Ossea, permitindo a manipulagdo por meio da selegcédo. A identificacdo de genes
candidatos associados a integridade 6ssea do fémur, pode auxiliar na escolha de
marcadores para atuar no estudo de selegcdo genética para caracteristicas
relacionadas a resisténcia Ossea, visando reduzir as desordens decorrentes do
intenso processo de selegao para crescimento em frangos de corte.

O gene “Runt-related transcription factor 2” (RUNXZ2) se apresenta como
potencial gene candidato para estudar as caracteristicas relacionadas a integridade
O0ssea, uma vez que esta relacionado ao desenvolvimento e manutencédo do tecido
0sseo, atuando como fator de transcricao na formacéo de osteoblastos (KAMMERER
et al., 2013). Mutagbes no gene RUNX2 podem acarretar doengas tais como a
displasia cleidocranial (OTTO et al., 2002) que afeta primariamente o sistema
esquelético, atingindo ossos membranosos e a ossificagdo endocondral, podendo ser
classificada como desordem generalizada das estruturas esqueléticas (NEVILLE et
al., 2002). O gene RUNX2 localizado no cromossomo 3 (GGA3) do genoma da
galinha, possui tamanho de 147.015 pb, localizado entre 108.922.069 e 109.069.083
pb. Este gene possui 8 éxons e 7 introns. Ha 597 SNPs descritos no dbSNP
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP) para este gene nesta espécie.

O “Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11" (TNFSF117)

desempenha papel importante na regulacdo do processo de modelagdo éssea
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(GENETICS AND HOME REFERENCE, 2013). Além disso, 0 gene atua na
diferenciacdo e expressao de osteoclastos cuja funcdo é reabsorver a matriz
mineralizada 6ssea (USUI et al., 2008). O gene TNFSF11 localizado no cromossomo
1 (GGA1) do genoma da galinha, possui tamanho de 19.885 pb, localizado entre
165.817.349 e 165.837.233 pb. Este gene possui 6 é€xons e 5 introns. Ha 142 SNPs
descritos para este gene nesta espécie no banco de dados do dbSNP.

A importéncia do estudo destes genes se deve ao fato de que caracteristicas
relacionadas a integridade éssea sao de dificil mensuragdo uma vez que possuem
estimativas de herdabilidade de baixa magnitude e requerem o abate dos animais
para colheita dos dados. Deste modo, o uso de técnicas moleculares favoreceria a
identificacdo de outras caracteristicas de interesse econémico associadas a estes
genes que poderiam ser utilizadas como critério de selecéo indireta a fim de se obter
ganhos genéticos favoraveis quanto a reducdo dos problemas causados pelas
desordens 0sseas em frangos de corte.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a associagdo de polimorfismos
nos genes RUNX2 e TNFSF11 com caracteristicas relacionadas ao desempenho,
composi¢cado de carcaga, 6rgaos e integridade 6ssea em uma linhagem paterna de
frangos de corte, uma vez que nado foram encontrados trabalhos na literatura que

associem estes genes com estas caracteristicas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Populacao e colheita dos dados fenotipicos

Foi utilizada a base de dados da populagao referéncia TT de frangos de corte,
do programa de Melhoramento Genético de Aves da Embrapa Suinos e Aves, em
Concordia/SC, Brasil. A populacéo referéncia TT é uma linha paterna de aves de
corte, a qual teve sua origem a partir do cruzamento das ragcas Cornish, Hampshire e
White Plymouth Rock, e vem sendo selecionada desde 1992, com o objetivo de

melhorar o peso corporal, conversao alimentar, rendimentos de carcaca e partes,



41

viabilidade, fertilidade, eclodibilidade, reducdo da gordura abdominal. A populacdo
referéncia TT foi formada a partir da expanséo da linha pura de frangos de corte
pertencente ao mesmo programa de melhoramento e foi obtida pelo acasalamento de
20 machos com 92 fémeas (1:5), totalizando cerca de 1.500 progénies.

Foram utilizados pintos de um dia de idade, de ambos os sexos, provenientes
de cinco incubagdes. As aves foram mantidas em boxes coletivos até 35 dias de
idade e dos 35 aos 41 dias de idade foram alojadas em gaiolas individuais para a
avaliacdo da conversdo alimentar. Os animais foram identificados por meio de anéis
metdlicos para controle do pedigree e receberam racao inicial do 1° ao 21° dia (21%
de proteina bruta e 3.150 kcal de energia metabolizavel), racdo de crescimento do 22°
ao 34° dia (20% de proteina bruta e 3.200 kcal de energia metabolizavel) e ragdo final
do 35° ao 41° dia (18,5% de proteina bruta e 3.200 kcal de energia metabolizavel).

Aos 42 dias de idade, com um intervalo de 6 horas de jejum, 1.453 aves foram
abatidas. A colheita de sangue para extracdo de DNA foi realizada durante a sangria
no momento do abate. Aproximadamente 2 mL de sangue foram colhidos da jugular e
armazenados em microtubos de 2 mL que continha 100 pL (10% v/v) do
anticoagulante EDTA 0,5 M. Durante a colheita, diversas caracteristicas fenotipicas
de desempenho e carcaga foram mensuradas e os ossos do fémur foram colhidos,
pesados e armazenados em freezer a -20°C.

Para a avaliagdo das caracteristicas do fémur, os ossos do fémur de aves
foram colocados a temperatura de 0°C por 24 horas e em seguida, o excesso de
carne, gordura e cartilagem foi removido manualmente e os ossos foram avaliados
quanto ao peso umido, comprimento entre as extremidades e espessura na regiao
mediana. Apo6s as medi¢cdes, os ossos foram acondicionados em sacos plasticos,
identificados com o numero do individuo e armazenados novamente na temperatura
de -20°C.

O indice de Seedor (IS) foi obtido pela razdo entre o peso e o comprimento do
osso (SEEDOR, 1995). Este indice foi usado como indicativo da densidade do fémur
da populagéo, em que quanto maior o indice mais denso o osso. Para determinagao
da resisténcia a flexdo do fémur, os ossos foram acondicionados a 0°C por 48 horas e
em seguida deixados a temperatura ambiente por cerca de uma hora. O ensaio de
flex&do foi realizado na maquina TA — XTPlus Texture Analyzer ©Texture Technologies
Corporation, usando a probe3- Point Bending Rig (HDP/3PB), plataforma HDP/90 e

célula de carga de 50 kg. Os ossos foram acomodados na mesma posi¢cdo, com as
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extremidades apoiadas em dois suportes afastados a 30 mm. A distancia percorrida
pela probe apds o toque na amostra foi de 20 mm com velocidade de teste de 2,00
mm/s, velocidade de pré-teste de 2,00 mm/s e velocidade de pos-teste de 20,00
mm/s, e forca programada para inicio da analise (‘trigger force’) de 5g Esta forca foi
aplicada na regidao central (diafise) e a resisténcia a flexdo ou mddulo de ruptura
determinada. Ap6s o rompimento, os fragmentos 6sseos foram acondicionados em
sacos plasticos, identificados com o numero da amostra e posteriormente
armazenados a 0°C por aproximadamente 24 horas para posterior analise de matéria
seca e cinzas.

Para determinacao da porcentagem de matéria seca, os fragmentos 6sseos do
fémur que estavam a 0°C foram mantidos a temperatura ambiente por cerca de uma
hora, acondicionados em cadinhos de porcelana previamente pesados e deixados em
estufa a temperatura de 105°C por 16 horas. Apds, os cadinhos contendo as
amostras foram mantidos no dessecador até atingirem temperatura ambiente e em
seguida pesados. A porcentagem de matéria seca foi determinada pela razdo entre o
peso da amostra seca e 0 peso da amostra umida.

A determinagdo da porcentagem de cinzas foi realizada com os fragmentos
0sseos logo ap6s a obtengdo da matéria seca. As amostras foram incineradas em
mufla por seis horas. A temperatura maxima da mufla foi alcangada com aumentos
graduais. Inicialmente 350°C por uma hora, 450°C por uma hora, 550°C por uma hora
e 600°C por trés horas. Em seguida, os cadinhos contendo as amostras foram
deixados no dissecador até atingirem a temperatura ambiente e em seguida foram
pesados. A porcentagem de cinzas foi determinada pela razdo entre o peso das
cinzas e o peso da amostra seca. As cinzas foram acondicionadas em sacos
plasticos, identificadas com o numero do individuo e armazenadas em ambiente com
baixa umidade.

Para determinagéo dos minerais, a analise foi realizada no residuo mineral da
amostra obtido previamente. Foi feita a solubilizagcdo acida em forno de micro-ondas
Anton-Paar Microwave 3000 (Graz, Austria) equipado com rotor 48MF50 e sensor de
controle p/T M50, seguindo as recomendacdes do fabricante do equipamento.
Inicialmente, 0,1g (x0,0001) da amostra foi pesado em um tubo de PFA de 50 ml ao
qual foi adicionado 6 ml de HCI (aqg.) 6 mol/L. O tubo foi introduzido em vaso de
decomposicdo com tampa MF50, posteriormente acomodado em rotor 48MF50. O

forno micro-ondas foi operado com rotagao constante, taxa de pressao de 0,5 bar/s e
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poténcia d e 1200W. O tempo de aquecimento para atingir 170°C foi de 15 minutos,
temperatura esta mantida por mais 15 minutos. Ap6s a solubilizagdo por radiacao
micro-ondas, a solu¢ao da amostra foi resfriada até temperatura ambiente e o volume
corrigido para 100 ml com agua ultrapura. Os elementos de interesse foram entédo
quantificados na solugédo da amostra. Quando necessario, a solugéo foi diluida
previamente com agua ultrapura para adequar a concentracdo do analito na faixa
linear do método de determinacéo. A quantificacao foi realizada por espectrometria de
absorcao atdmica (EAA), no equipamento VARIAN SpectrAA 220 com atomizagdo em
chama equipado com ladmpadas de catodo oco monoelementares utilizando gas
acetileno. Para aquisicdo dos dados utilizou-se o software SpectrAA 220 3.0. Os
procedimentos para determinagcdo dos minerais foram detalhados por Cunha Junior
(2005).

Foram avaliadas 80 caracteristicas do banco de dados da populagéo referéncia
TT, relacionadas ao desempenho, composi¢cdo de carcaca e 6rgaos e integridade
O0ssea em frangos de corte.

As caracteristicas relacionadas ao desempenho foram: peso ao nascimento
(PNAS), peso aos 21 dias (P21), peso aos 35 dias (P35), peso aos 41 dias (P41),
peso aos 42 dias (P42), consumo de racao dos 35 aos 41 dias (CR35-41), ganho de
peso dos 35 aos 41 dias (GP35-41) e conversao alimentar dos 35 aos 41 dias (CA35-
41).

As caracteristicas relacionadas a composigéo de carcaga e 6rgaos foram: peso
pds-sangria e depena (PPSD), peso de sangue e pena (SP) e rendimentos (RSP),
peso da carcacga resfriada (PCR) e rendimento (RC), gordura abdominal (GA) e
rendimento (RGA), peso da cabeca (CAB) e rendimento (RCAB), peso dos pés (PES)
e rendimento (RPES), peso do figado (FIG) e rendimento (RFIG), peso do coragao
(COR) e rendimento (RCOR), peso da moela (MO) e rendimento (RMO), peso das
coxas da asa (CASA) e rendimento (RCASA), peso do meio da asa (MASA) e
rendimento (RMASA), peso da ponta da asa (PASA) e rendimento (RPASA), peso da
tibia resfriada (PTIB) e rendimento (RPTIB), peso da pele da coxa (PELCX) e
rendimento (RPELCX), peso da carne da coxa (CARCX) e rendimento (RCARCX),
peso dos fémures resfriados (PFEM) e rendimentos (RPFEM), peso da pele da
sobrecoxa (PELSCX) e rendimento (RPELSCX), peso da carne da sobrecoxa
(CARSCX) e rendimento (RCARSCX), peso da carne das coxas e sobrecoxas
(CARCXSCX) e rendimento (RCARCXSCX), peso de pele do peito (PELPT) e
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rendimento (RPELPT), peso da carne do peito (CARPT) e rendimento (RCARPT),
peso do filé de peito (FILPT) e rendimento (RFILPT), peso do osso do peito (OSPT) e
rendimento (ROSPT), peso do dorso (DORS) e rendimento (RDORS), peso do
pescoco (PESC) e rendimento (RPESC), peso do pulmado (PUL) e rendimento
(RPUL), peso da asa (ASA) e rendimento (RASA), peso do peito (PT) e rendimento
(RPT), peso das coxas (CX) e rendimento (RCX).

As caracteristicas relacionadas a integridade Ossea foram: peso da tibia
(PESO_TIBIA), rendimento de tibias resfriadas (RTIB), comprimento da tibia
(COMP_TIBIA), espessura da tibia (ESP_TIBIA), peso do fémur (PESO_FEM),
rendimento de fémures resfriados (RPFEM), comprimento do fémur (COMP_FEM),
espessura do fémur (ESP_FEM), curvatura do fémur (SCORE), forca de quebra do
fémur (FEM_FORC), forgca de quebra da tibia (TIB_FORCA), teor de matéria seca do
fémur (FEM_M_S), teor de matéria seca da tibia (TIB_MS), teor de cinzas do fémur
(FEM_CZ) e teor de cinzas da tibia (TIB_CZ).

3.2.2 Analise laboratorial para obteng¢ao dos genotipos

3.2.2.1 Extracao e quantificagdao de DNA

O DNA genbmico dos animais foi extraido utilizando o protocolo de extragéo de
DNA com o reagente DNAzol® (Invitrogen). As amostras de sangue foram
descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas manualmente. Em
seguida, 500 pyL de DNAzol® foram adicionados a 15 yL de sangue total conservado
em EDTA 0,5 M e homogeneizados. Logo apdés, foram adicionados 500 yL de etanol
absoluto e os tubos foram cuidadosamente invertidos varias vezes. Removeu-se o
precipitado do tubo com auxilio de micropipetador. Em seguida, foi realizada a
lavagem adicionando 1 mL de etanol 95% seguida de centrifugag&o por 10 minutos a
3.500 xg. Uma segunda lavagem foi realizada com 1 mL de etanol 75% sob as
mesmas condicbes de centrifugacdo. Apos a ultima lavagem, o sobrenadante foi

descartado e o pellet desidratado a temperatura ambiente por 30 minutos. Em
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seguida, o DNA foi ressuspendido em 150 uL de agua ultra pura, incubado a 37°C por
1 hora em banho-maria e armazenado em freezer a —20°C até sua utilizagao.
O DNA foi quantificado em espectrofotémetro BioPhotometer™ (Eppendorf) e

as amostras tiveram suas concentragdes ajustadas para 25 ng/uL.

3.2.2.2 ldentificagcdao dos SNPs por meio de reagées de sequenciamento

No banco de dados Gene do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) foram
obtidas informagdes referentes aos genes estudados no presente trabalho. Os
primers foram entdo desenhados utilizando o programa Primer3Plus
(www.bioinformatics.nl/primer3plus/). Para identificacdo de SNPs, foram amplificados
por PCR amostras de DNA de 15 animais e o produto de PCR foi sequenciado em
equipamento ABI 3130XL (Applied Biosystems) (Tabela 1). As reacgbes de
sequenciamento foram realizadas seguindo o protocolo do kit BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). Para cada reagao de
sequenciamento foram utilizados: 2 yL de Tampao Save Money (200 mM de Tris pH
9.0, 0,5 mM MgCly), 1 uL de primer (2,5 pmoles/ pL), 2 uL de Kit BigDye e 50 ng de
DNA. A reacédo de sequenciamento compreendeu as seguintes etapas: desnaturacéo
a 95°C por 20 segundos, anelamento a 60°C por 15 segundos e extensao a 60°C por

um minuto, totalizando 25 ciclos.

Tabela 1. Sequéncia dos primers, nimero de acesso no banco de dados GenBank e tamanho
dos fragmentos dos genes sequenciados

Primers Sequéncia dos primers N® de acesso Tamanho
a p GenBank (PCR)
RUNX2-F 5-TAGGTAACTGGGCCAGCATCCAAA-3’
RUNX2-R  3-TACCACCGACTGAGCTTTGCTCTT-5 NC_006090.3 1.044 bp
TNFSF11-F  5-CTGTGGTGCCTGATGTCTGT-3’
NC_006088.3 961 bp

TNFSF11-R  3-GCCTCAATAGAGCCTTCCCC-5
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As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas utilizando o Software
Phred/Phrap/Consed/PolyPhred (EWING; GREEN, 1998; GORDON et al., 1998;
NICKERSON; TOBE; TAYLOR, 1997). Foram selecionadas as sequéncias de DNA
com qualidade (Phred) superior ou igual a 20. Os SNPs dos genes RUNX2 e
TNFSF11, foram posteriormente genotipados na populagdo TT por meio da técnica
de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism).

3.2.2.3 Reagao de PCR-RFLP

A selecdo das enzimas de restricdo que reconhecem os sitios especificos em
que foram identificados os SNPs foi realizada utilizando o programa NEBcutter
(VINCZE et al.,, 2003). As enzimas utilizadas para avaliar os respectivos SNPs
identificados nos genes TNFSF11 e RUNX2 foram Hinfl (5° G|ANTC 3’) e BtsCl (5
GGATGNN| 3’), respectivamente. O SNP do gene TNFSF11 localizado na posi¢céao
g.14.614A>G encontra-se no intron 5, enquanto que o SNP do gene RUNXZ2
encontra-se na posigcao g.57.397A>G e esta localizado no intron 6.

Para a amplificacdo de fragmentos de DNA nos genes RUNX2 e TNFSF11
que apresentaram polimorfismos, reacdes de PCR foram padronizadas conforme
descrito a seguir. Foram utilizados 2 yL de DNA gendmico (25 ng/uL) adicionados a
22 pL do mix de reagcdo composto pelos seguintes reagentes: 2,5 yL de tampé&o 10 X
(10X High Fidelity Buffer [600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM (NH4)2SO4] ), 1 pL de
MgSQO4 (50 mM), 1 uL de ANTP (10 mM), 2,5 uL de cada primer (2,5 moles/uL), 0,1
ML (1U) de enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), para um
volume final de 25 pL.

As condigbes de amplificagédo foram: desnaturagado inicial por um minuto a
95°C, seguido de uma nova desnaturagdo por um minuto a 95°C, anelamento a 60°C
por um minuto e extenséo a 72°C por um minuto, com extenséo final seguida de 72°C
durante 10 minutos. Foram realizados 30 ciclos nas reagbes para cada um dos pares
de primers dos respectivos genes.

As analises de RFLP, foram realizadas em um total de 10 pL utilizando 5 yL do
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produto de PCR, 1U da enzima de restricdo e 1 yL do tampéao da enzima. A digestéo
ocorreu overnight a 37°C com a enzima Hinfl e a 50°C com a enzima BtsClI.

Os produtos da PCR-RFLP foram visualizados em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio, submetido a corrente elétrica de 80 V por 50 minutos em TBE
1X (Tris—Acido Bérico-EDTA) e observado em transluminador com luz ultravioleta.
Para verificagdo do tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado marcador

molecular de 100 pb (/nvitrogen).

3.2.2.4 Analises estatisticas

Para cada um dos SNPs genotipados foi realizada a analise da frequéncia
genotipica pelo procedimento FREQ do SAS (SAS 9.1, 2001). O equilibrio de Hardy-
Weinberg foi verificado para cada SNP pelo teste qui-quadrado (x?), com 1 grau de
liberdade a 5% de significancia no intuito de verificar se a populagcdo estudada
encontrava-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (hipotese de nulidade).

As anadlises de associacdo entre os SNPs e as caracteristicas fenotipicas
foram realizadas utilizando o programa QxPak v. 4.1 (PEREZ-ENCISO; MISZTAL,
2004), que utiliza procedimentos de maxima verossimilhanga para modelos mistos,

por meio do modelo linear geral:
Yiim = M + @jk +li + Sk + SNP; + €jjkim

Em que: yjum = representa o valor do fenotipico da caracteristica; y = média
geral da caracteristica; /; = efeito fixo da i-ésima incubag&o (com i=1...5); aju = efeito
aleatorio do j-ésimo animal do sexo k da incubacéo i (= 1...510); Sk = efeito fixo do k-
ésimo sexo (k= 1, 2); SNP, = efeito fixo do /-esimo gendtipo (/ = 11, 12, 22); e ijxm =
erro aleatorio. Neste modelo foram avaliados os efeitos aditivo (a), aditivo + desvios
de dominéncia (ad) e desvios de dominancia (d) do SNP. Apéds, esses modelos foram
ajustados considerando a interacdo com o sexo, para avaliar se o SNP apresentava
efeito diferente em relacdo a machos e fémeas.

Foram utilizados os seguintes procedimentos, no programa Qxpak, para
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verificagdo dos possiveis efeitos dos SNPs nas caracteristicas estudadas:

Efeito aditivo do SNP (snp_a): individuos com gendtipos do marcador '11',
"12' e '22' assumem valores genéticos Kaa, 0 e Kgg, respectivamente. Os gendtipos
12 'e '21' foram tratados de forma idéntica.

Efeito aditivo e de desvios de dominédncia do SNP (snp_ad): individuos
com genotipos do marcador '11', '12' e '22', valores genéticos assumem Kaa, Kag €
Kga, respectivamente.

Efeito de desvios de dominédncia do SNP (snp_d): individuos com genétipo
marcador 11", '12' e '22', valores genéticos assumem 0, Kac € 0, respectivamente.

Considerou-se o tipo de dominancia parcial (0 < d/a < a ou -a < d/a < 0),
completa (d/a=1) e sobredominancia (d/a>1) em fungcdo da razdo do efeito de

dominancia pelo efeito aditivo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os SNP dos genes TNFSF11 e RUNXZ2 apresentaram as trés classes
genotipicas (AA, AG e GG) (Tabela 2) na populacéo estudada. O alelo G apresentou
maior frequéncia em relagcdo ao A nos marcadores estudados. A frequéncia alta do
alelo G para o SNP g.14.614A>G do gene TNFSF11 indica que o efeito de
substituicdo alélica & favoravel do alelo A para o alelo G. As frequéncias dos
genotipos heterozigotos foram de 12,8% para o SNP g.14.614A>G no gene
TNFSF11 e 46,4% para o SNP g.57.397A>G no gene RUNX2, respectivamente. De
acordo com Peixoto et al. (2012) altas frequéncias permitem o calculo do valor aditivo
dos marcadores pelo fato de serem obtidos por meio dos contrastes entre
homozigotos. Um estudo em humanos identificou associagdo genética entre o gene
TNFSF11 e caracteristicas relacionadas a densidade mineral do osso e fraturas
osseas em mulheres (RICHARDS et al., 2009).
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Tabela 2. SNP do gene, numero de animais genotipados (N), nUmero de animais por
genotipo e respectivas frequéncias genotipicas, entre parénteses, e frequéncias
alélicas em uma populacéo de frangos de corte

SNP/Gene N Gendétipo

Alelo
SNP AA AG GG A G
9.14.614A>G  1.264
(TNFSF11) 302,4)  162(12,8) 1072 (84.8)  0,0878 0,9122
SNP
g.57.397A>G 1154  165(14,3)  536(464) 453(39,3)  0,3750 0,6250
(RUNX2)

A partir do teste Qui-quadrado (x?), verificou-se que a populacdo nédo esta em
equilibrio de Hardy-Weiberg (x?=50,51; P<0,05) para o SNP g.14.614A>G do gene
TNFSF11. A baixa frequéncia genotipica dos homozigotos do SNP g.14.614A>G do
gene TNFSF11, pode ser atribuida ao processo de selecdo que a populacdo vem
sofrendo, principalmente para caracteristicas de desempenho, causando o
desequilibrio de Hardy-Weinberg e alterando a frequéncia alélica do referido
marcador na populacéo estudada.

O SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 apresentou alta frequéncia de
heterozigotos na populagao estudada, que reflete em elevada variabilidade genética
da populacdo, além de apresentar potencial para ser utilizado na sele¢cao destes
animais. Segundo Sebbenn et al. (2000), este resultado, além de indicar variabilidade
genética, possibilita novas combinagbes genotipicas e maior capacidade de
adaptacdo as mudangas ambientais, resultando no aumento do potencial evolutivo
desta espécie. Contudo, o SNP ¢.57.397A>G do gene RUNX2 (x*=0,10; P>0,05)
encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg e n&o estad sofrendo selecéo nesta
populagao.

Os resultados das estatisticas descritivas para os marcadores com efeito
aditivo significativo (P<0,05) e sugestivo (P<0,10) (Tabela 3) indicam que o SNP
g.57.397A>G do gene RUNX2 é responsavel por parte das variagdes fenotipicas para
as caracteristicas relacionadas ao desempenho como PELPT, GP35-41, P21,
RPELPT, CR35-41, P42, P41 e as caracteristicas relacionadas aos pesos dos 6rgaos
PUL e FIG; podendo ser considerado na selecdo. O SNP g.14.614A>G do gene

TNFSF11 também afetou as variagbes fenotipicas nas caracteristicas de COR,
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RCOR, GA e RGA (Tabela 3).

O SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 e SNP g.14.614A>G do gene TNFSF11,
apresentaram efeito aditivo e de desvios de dominancia, indicando que a selegéo
assistida desses marcadores favorecera as caracteristicas de desempenho (Tabela
3). Contudo, a substituicao alélica para os SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 e
g.14.614A>G do gene TNFSF11 nao é favoravel para SP e RSP respectivamente,
pois a selecdo em favor destes SNPs para estas caracteristicas podera gerar maior
quantidade de residuos no abate dos animais. As caracteristicas SCORE, COR,
RCOR, RCARCX do SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 e RCARPT do SNP
g.14.614A>G do gene TNFSF11 apresentaram somente efeito aditivo dentro sexo
(Tabela 3).

As caracteristica relacionadas a integridade Ossea do fémur apresentaram
efeito significativo de desvios de dominéancia do SNP g.57.397A>G do gene RUNX?2
para PFEM e RPFEM com coeficiente de variagdo de 14,95% e 12,33%,
respectivamente (Tabela 3). O SNP g.14.614A>G do gene TNFSF11 explicou parte
da variagao fenotipica de GP35-41. Contudo, a selecdo direta dos SNP estudados em
favor destas caracteristicas com base nos desvios de dominancia nao seria eficiente

pois dependeria da forma como os alelos interagiriam entre si.



51

Tabela 3. SNP do Gene, caracteristica, numero de animais (N), média e seu
respectivo desvio-padréo (DP), coeficiente de variagado (CV), valores minimo (Min) e
maximo (Max), para as caracteristicas com associagdes significativas (P<0,05) e
sugestivas (P<0,10) para diferentes tipos de efeitos dos SNPs estudados, em uma
populacao de frangos de corte pelo método da maxima verossimilhanga no programa
Qxpak

SNP/Gene Caracteristica N Média (DP) CV (%) Min Max

CR35-41°2 1.147 1.092,08(156,21) 14,30 544,00 1.590,00
RSP @ 1.146 7,62(1,03) 13,52 3,88 11,31
RPELPT * 1.139 1,41(0,25) 17,73 0,61 2,42
P41 1.147 2.219,88(252,19) 11,36 1.026  2.922
P42 ¥ 1.153 2.222,73(260,90) 11,74 988  2.971
FIG ® 1.131 52,41(8,91) 17,00 30,10 82,40
RC® 1.139 73,59(1,68) 2,29 63,56 79,78
ASA 1.134 166,94(19,69) 11,80 72,00 236,40
CASA &P 1.141 85,45(10,99) 12,86 358 119,60
PELPTa;b;Cb 1.140 31,35(6,93) 22,10 8,40 61,70
RCARPT @ 1.139 13,21(1,15) 8,70 9,16 17,49
SNP(%%;g”G SPeC {146  168,84(26,65) 1578 8200 293,00
GP35-41%¢ 1144  482,78(105,92) 21,94 128,00 790,00
PUL *° 1.139 15,25(3,02) 19,80 7,40 24,60
p21 &° 1.135  657,79(135,07) 20,53 256,00 1.034,00
SCORE ° 563 1.124(0,33) 0,03 1,00 2,00
RCOR 1.129 0,56(0,07) 12,50 0,40 0,90
RCASA © 1.140 3,85(0,34) 8,83 2,60 5,54
CARCX °© 1.138 132,49(20,82) 15,71 52,80 208,00
RPFEM ¢ 1.142 1,46(0,18) 12,33 0,98 2,29
PASA® 1.142 19,73(2,95) 14,95 10,00 31,80
RASA¢ 1.133 7,52(0,42) 558 5,98 9,23
PFEM® 1.143 19,73(2,95) 14,95 10,00 31,80
GA® 1.247 47,59(14,13) 29,70 2,50 94,00
RGA? 1.246 0,56(0,07) 12,50 0,40 0,91
PNAS a?bfd 1.258 47,66(3,72) 7,80 37,40 61,80
RCOR #%¢d 1233 0,56(0,07) 12,50 0,40 0,91
SNTﬁNL‘gg‘;')bG COR 2be’d 1.234 12,42(2,16) 17,40 6,30 19,70
RSP 1252 7,58(1,01) 13,32 3,88 11,31
RCARPT® 1.244 13,21(1,15) 8,71 9,16 17,50
GP35-41¢ 1.251  490,14(106,40) 21,71 158,00 802,00
RPELPT® 1.244 1,41(0,25) 17,73 0,58 2,42

Caracteristicas: consumo de ragdo dos 35-41 dias (CR35-41), rendimento de sangue e pena (RSP),
rendimento de pele do peito (RPELPT), peso aos 41 dias (P41), peso aos 42 dias (P42), peso do
figado (FIG), rendimento de carcaga (RC), peso da asa (ASA), peso das coxas da asa (CASA), peso
da pele do peito (PELPT), rendimento de carne do peito (RCARPT), peso de sangue e pena (SP),
ganho de peso dos 35-41 dias (GP35-41), peso do pulmao (PUL), peso aos 21 dias (P21), curvatura do
fémur (SCORE), rendimento de coragdo (RCOR), rendimento das coxas da asa (RCASA), peso da
carne da sobrecoxa (CARCX), rendimento de fémures resfriados (RPFEM), peso da asa (PASA),
rendimento de asa (RASA), peso do fémur (PFEM), gordura abdominal (GA), rendimento de gordura
abdominal (RGA), peso ao nascimento (PNAS), rendimento de sangue e pena (RSP), rendimento da
pele do peito (RPELPT). Pesos medidos em gramas e rendimentos em %. a=efeito aditivo; b=efeito
aditivo e de desvios de dominéncia; c=efeito aditivo dentro de sexo; d= efeito de desvios de
dominancia;*P<0,10.
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A mudanga média causada em decorréncia do efeito aditivo de substituicdo
alélica do alelo A para o alelo G, influenciou de maneira significativa (P<0,05) as
caracteristicas relacionadas ao desempenho (P21, GP35-41, P41, P42) de modo que
a selecdo do SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 a favor do alelo G resultaria em
animais com melhores desempenhos fenotipicos para estas caracteristicas. Park et
al. (2006) identificaram uma regido de QTL (“Quantitative trait loci”) associada a
gordura abdominal em galinhas, em que o gene TNFSF11 se encontra mapeado.
Esses resultados corroboram com os obtidos neste trabalho por meio da associagéo
do SNP g.14.614A>G (TNFSF11) com GA (Tabela 4), demonstrando que o gene
TNFSF11 pode ser utilizado como gene candidato na selecdo para reducdo da
gordura abdominal em frangos de corte.

Danyel et al. (2005) identificaram uma regides de QTL associadas ao peso
aos 49 dias de idade, gordura abdominal e percentagem de gordura abdominal,
sendo que o gene RUNX2 se encontra mapeado nessa regido. No presente trabalho
foi observada a associagdo do SNP g. 57.397A>G (RUNX2) com P42 (Tabela 4),
indicando que o gene RUNXZ2 pode ser utilizado como gene candidato no estudo
desta caracteristica. Contudo, deve-se ter cautela, pois a selecdo deste SNP para
caracteristicas relacionadas ao desempenho, também poderia acarretar em aumento
do consumo de racéo e reducédo no rendimento de carcaga e carne do peito (Tabela
4).

O SNP g.14.614A>G do gene TNFSF11 apresentou efeito aditivo de
substituicdo alélica favoravel para o alelo G. A selegéo a favor deste alelo seria de
grande importancia tendo em vista que favoreceria a redugédo da deposicdo de

gordura abdominal na carcaga dos animais (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados das analises de associagdo dos marcadores RUNX2 e TNFSF11
com caracteristicas de desempenho, composicédo de carcaga, 6rgaos e integridade
0ssea do fémur considerando efeito aditivo (A) e respectivos erros-padréao (EP) em uma
populacao paterna de frangos de corte

Caracteristica A (EP) LR
P21 7.84 (3.59) 1,24
CR35-41 13,16(6.48) 410"
GP35-41 9.16(4.12) 4,91
SP 2.90(1.12) 6.42"
PELPT 0.77(0.31) 6.19**
PUL 0.25(0.12) 4,05
RSP 0.09(0.04) 4,08
SNP &Zﬁ%m RPELPT 0.02(0.01) 3.66**
RCARPT -0,07(0.05) 45.18*
P41 16.29(8.92) 3,37*
P42 15.41(9.12) 2.90*
FIG 0.74(0.40) 3.47*
CASA 0.83(0.44) 3.50*
RC -0.15(0.07) 3.18*
ASA 1.21(0.69) 3.11*
PNAS 0,45(0,16) 8,35
COR -0.21(0.10) 4,86
SNF(’T@’NL‘EI‘SE;‘;)”G RCOR -0,01(0,004) 3,67
GA 2151(0,84) 3,16*
RGA -0.07(0.03) 3.64*

**P<0,05; *P<0,10; LR: Estatistica do teste de razdo de verossimilhancga.
Caracteristicas: peso aos 21 dias (P21), consumo de racéo dos 35 aos 41 dias (CR35-
41), ganho de peso dos 35-41 dias (GP35-41), peso de sangue e penas (SP), peso da
pele do peito (PELPT), peso do pulmé&o (PUL), rendimento de sangue e pena (RSP),
rendimento da pele do peito (RPELPT), rendimento de carne do peito (RCARPT), peso
aos 41 dias (P41), peso aos 42 dias (P42), peso do figado (FIG), peso das coxas da
asa (CASA), rendimento da carcaca resfriada (RC), peso da asa (ASA), peso ao
nascimento (PNAS), peso do coracédo (COR), rendimento de coragdo (RCOR), gordura
abdominal (GA) e rendimento de gordura abdominal (RGA). Pesos medidos em
gramas, rendimentos em %.

Com relagao aos efeitos aditivos e de desvios de dominancia para substituigéo
alélica do alelo A>G nos genes estudados, observa-se que a caracteristica
rendimento de sangue e penas (RSP) apresentou apenas efeito aditivo e de desvio
de dominancia (Tabela 5), ao contrario das demais caracteristicas que apresentaram
efeito aditivo significativo (P<0,05; Tabela 4). Esta caracteristica &€ importantes no
melhoramento de frangos tendo em vista que € mensurada durante o abate dos

animais na composicdo de residuos. A quantidade de sangue e penas pode
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influenciar o aumento dos residuos e consequentemente a redugéo do peso final de

carne produzida.

Tabela 5. Resultados das analises de associacdo dos marcadores RUNX2 e TNFSF11
com caracteristicas de desempenho, composicédo de carcaga, 6rgaos e integridade
O0ssea do fémur considerando efeito aditivo (A) e de desvios de dominancia (D) e
respectivos erros-padréao (EP), e grau de dominancia respectivo, em uma populagao
paterna de frangos de corte

SNP/Gene Caracteristica A (EP) D (EP) LR domﬁ?#cf'ae( a/a)
SP 3,31(1,18) 1,73(1,48) 7,80 Parcial
SNP CASA 1,07(0,46) 0,98(0,57) 6,49 Parcial
9.57.397A>G PELPT 0,80(0,32) 0,12(0,40) 6,28 Parcial
(RUNX2) ASA 1,60(0,73) 1,64(0,91) 6,29 Sobredominancia
RCARPT -0,07(0,05) -0,003(0,064) 45,20 Parcial
SNP PNAS 0,70(0,23) -0,45(0,30) 10,67 Parcial
9.14 614A>G COR -0,07(0,15) -0,26(0,20) 7,30 Sobredominéncia
(-TN-FSF1 1) RSP -0.002(0,09) 0,12(0,11) 7,08 Parcial
RCOR -0,0001(0,006)  -0,01(0,008) 6,50 Sobredominancia

P<0,05. LR: Estatistica do teste de razdo de verossimilhanga. Caracteristicas: peso de
sangue e penas (SP), peso das coxas da asa (CASA), peso da pele do peito (PELPT),
peso da asa (ASA), rendimento de carne do peito (RCARPT), peso ao nascimento
(PNAS), peso do coracdo (COR), rendimento de sangue e penas (RSP), rendimento
de coracdo (RCOR). Pesos medidos em gramas, rendimentos em %.

Caracteristicas relacionadas ao desempenho do animal apresentaram efeito
aditivo dentro sexo para substituicdo alélica de A>G nos genes RUNX2 e TNFSF11
(Tabela 6). Observa-se que machos sao mais beneficiados pela substituicdo alélica
de A>G em relagao as fémeas para as caracteristicas de desempenho mensuradas
na fase final de produgao (GP35-41, CARCX). Contudo, as fémeas possuem valores
genéticos superiores aos machos para caracteristicas de interesse econdmico no
inicio de seu ciclo de vida (PNAS e P21).
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Tabela 6. Resultados das analises de associagdo dos marcadores RUNX2 e TNFSF11
com caracteristicas de desempenho, composicédo de carcaga, 6rgaos e integridade
O0ssea do fémur considerando efeito aditivo (A) dentro de sexo e de desvios de
dominancia (D) e respectivos erros-padrao (EP) em uma populacdo paterna de frangos
de corte

SNP/Gene Caracteristica A (EP) Macho A (EP) Fémea LR
GP35-41 14,48(5,71) 4,72(5,28) 6,72**
SP 3,77(1,4) 2,17(1,44) 7,06**
PELPT 0,81(0,42) 0,73(0,39) 6,21**
PUL 0,41(0,17) 0,12(0,15) 6,04
SNP g.57.397A>G SCORE 0,08(0,03) -0,02(0,03) 7,70%
(RUNX2) RCARPT -0,10(0,06) -0,05(0,06) 45,51
RCOR 0,0001(0,004) -0,0091(0,0040) 5,26*
RCASA -0,02(0,02) 0,04(0,02) 5,62*
P21 4,90(4,94) 10,31(4,59) 5,39*
CARCX 2,31(0,99) -0,19(0,92) 5,59*
PNAS 0,33(0,21) 0,58(0,22) 9,09**
SNP g.14.614A>G RCOR -0,01(0,01)  -0,0004(0,0061) 6,80**
(TNFSF11) COR -0,29(0,14) -0,11(0,15) 5,30*
RCARPT 0,17(0,09) -0,04(0,09) 4,70*

**P<0,05.*P<0,10. LR: Estatistica do teste de razdo de verossimilhancga.
Caracteristicas: ganho de peso dos 35-41 dias (GP35-41), peso de sangue e penas
(SP), peso da pele do peito (PELPT), peso do pulm&o (PUL), curvatura do fémur
(SCORE), rendimento de carne do peito (RCARPT), rendimento de coragdo (RCOR),
rendimento das coxas da asa (RCASA), peso aos 21 dias (P21), peso da carne da coxa
(CARCX), peso ao nascimento (PNAS), rendimento de coragdo (RCOR), peso do
coragao (COR). Pesos medidos em gramas, rendimentos em %.

Ainda que os desvios de dominancia sejam associa¢cdes nao lineares nas quais
nao ocorrem efeito de substituicdo alélica e sim interagbes alélicas independentes, o
estudo da acao génica nao aditiva de dominancia € importante pois constitui parte da
expresséo fenotipica de caracteristicas com alta variancia genética aditiva, podendo
afetar a estimativa de herdabilidade das caracteristicas (CRNOKRAK e ROFF, 1995).
Caracteristicas relacionadas ao desempenho dos animais apresentaram efeitos
significativos (P<0,05) para efeito de desvios de dominancia (Tabela 7).

As caracteristicas relacionadas a integridade o6ssea do fémur (PFEM e
RPFEM) apresentaram efeito significativo (P<0,05) apenas para desvios de
dominancia com o SNP g.57.397A>G do gene RUNX2 (Tabela 7). Contudo, a selegao
utilizando este SNP em favor de PFEM e RPFEM né&o resultaria em mudangas quanto
a integridade é6ssea do fémur nesta populagdo tendo em vista que os desvios de
dominancia sao associagdes nao lineares nas quais nédo ocorrem o efeito de

substituicdo alélica A>G, mas ocorrem interacdes alélicas independentes.
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Tabela 7. Resultados das analises de associacdo dos marcadores RUNX2 e TNFSF11
com caracteristicas de desempenho, composicédo de carcaga, 6rgaos e integridade
O0ssea do fémur considerando efeito de desvios de dominéncia (D) e respectivo erros-
padrao (EP) em uma populacéo paterna de frangos de corte

SNP/Gene Caracteristica D (EP) LR
RPFEM 0,02(0,01) 3,46

SNP g.57.397A>G PASA 0,25(0,14) 3,31
(RUNX2) RASA 0,04(0,02) 2,83
PFEM 0,43(0,25) 2,78

COR -0,32(0,14) 7.12

SNP g.14.614A>G SgSR _0601(206082) 6.47
(TNFSF11) ,12(0,08) 4,36
GP35-41 -14,70(7,32) 4,04

RPELPT -0,04(0,02) 3,70

P<0,05. LR: Estatistica do teste de razdo de verossimilhanga. Caracteristicas:
rendimento de fémures resfriados (RPFEM), peso da ponta da asa (PASA), rendimento
da asa (RASA), peso de fémures resfriados (PFEM), peso do coragcdo (COR),
rendimento de coracdo (RCOR), rendimento de sangue e penas (RSP), ganho de peso
dos 35-41 dias (GP35-41), rendimento da pele do peito (PELPT). Pesos medidos em
gramas, rendimentos em %.

Os coeficientes de herdabilidade das caracteristicas estudadas considerando
os efeitos fixos de sexo, SNP e incubacdo variaram de 0,08 (RSP, RPELPT,
RPCART, RCOR) a 0,90 (PNAS) (Tabela 8). Cruz (2013) estudando os genes da
Apolipoproteina b e Receptor de Adiponectina 1 associados com caracteristicas de
desempenho na mesma populacdo de frangos de corte, encontrou estimativas de
herdabilidade inferiores as obtidas neste trabalho para GP35-41, PELPT, RPELPT.
Peixoto et al. (2012) obtiveram estimativa de herdabilidade inferior para PNAS
comparada a este trabalho (Tabela 8). Por meio destes resultados, podemos concluir
que somente a caracteristica PNAS associada ao SNP g.14.614A>G do gene
TNFSF11 possui componente genético aditivo de magnitude suficiente para
responder ao processo de selegao.

Ainda que existam indicios da associagao do SNP g.57.397A>G (RUNX2) com
as caracteristicas estudadas, principalmente com relagdo as caracteristicas de
desempenho, ndo é possivel concluir que a selecdo em favor deste marcador afetara
essas caracteristicas nesta populagéo, tendo em vista que este a selegdo para as
caracteristicas de desempenho nao esta alterando as frequéncias alélicas e

genotipicas deste SNP. Entretanto, ressalta-se a importancia do estudo da arquitetura
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genética dessa populagéo a fim de identificar quais os mecanismos bioldgicos estao

envolvidos nos processos de integridade 6ssea e desempenho do animal.

Tabela 8. SNP do gene, estimativas de herdabilidade (h?) para as caracteristicas em
estudo com efeito significativo de substituicdo alélica, considerando os SNPs como
efeitos fixos

SNP/Gene Caracteristica h?

P21 0.15

CR35-41 0.13

GP35-41 0,12

SP 0,14

wemomo o
PUL 017

RSP 0.08

RPELPT 0.08

RCARPT 0.08

SNP g.14.614A>G PNAS 0,90
(TNFSF11) COR 0,12
RCOR 0,08

Caracteristicas: peso aos 21 dias (P21), consumo de ragédo dos 35 aos 41 dias de
idade (CR35-41), ganho de peso dos 35-41 dias (GP35-41), peso de sangue e penas
(SP), peso da pele do peito (PELPT), peso do pulmé&o (PUL), rendimento de sangue e
penas (RSP), rendimento de pele do peito (RPELPT), rendimento de carne do peito
(RCARPT), peso ao nascimento (PNAS), peso do coragdo (COR), rendimento de
coragao (RCOR).

3.4 CONCLUSAO

A selecdo dos SNP ¢.57.397A>G (RUNX2) e 9.14.614A>G (TNFSF11) para
caracteristicas associados a integridade Ossea, nao sera eficiente quanto a
diminuicdo dos problemas relacionadas as desordens ésseas na populagéo estudada
de frangos de corte. Contudo, o SNP g.14.614A>G (TNFSF11) pode ser utilizado no
processo de seleg¢ao no intuito de reduzir a gordura abdominal e melhorar a qualidade

da carcacga da populagao em estudo.
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