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RESUMO

Estudos genéticos com codornas sio menos frequentes do que os desenvolvidos para
frangos, de postura ou corte. O hormodnio do crescimento (GH) possui papel
fundamental no desenvolvimento das aves, afeta a producdo de ovos e participa no
desenvolvimento 6sseo e muscular esquelético, estimulando o crescimento muscular,
sendo um gene candidato muito estudado. Em vérias espécies, polimorfismos tém sido
identificados no gene do GH e associados a caracteristicas de interesse. Este trabalho
teve como objetivo estudar um fragmento do gene do hormdnio do crescimento em
diferentes linhagens de codornas (tré€s de postura e uma de corte), gerando sequéncias
inéditas por intermédio de sequenciamento automatico, e a utilizacdo de programas
gratuitos de andlise de sequéncias nucleotidicas para verificar polimorfismos,
possibilitando utilizar essa informacdo em programas de melhoramento. Outro objetivo
foi detectar polimorfismos no gene GH, utilizando a técnica de PCR-RFLP,e associa-los
as caracteristicas de desempenho e carcaca. Para isso, 200 codornas (Coturnix
Jjaponica), pertencentes a dois grupos genéticos (linhagem de corte e cruzamento entre
postura x corte) foram analisadas. Foi observada alta similaridade (85%) entre os
fragmentos sequenciados e a sequéncia do mesmo gene em galinha, sendo verificadas
mutacdes pontuais como transversdes e transicoes, além de delecdes e insercdes de
bases. Entre as linhagens de codornas foram verificados 20 polimorfismos, estando a
maioria desses localizados nas regides de introns. Entretanto, na regido 5"UTR no éxon
1, foi detectada um importante polimorfismo (C/T), o qual pode ser utilizado em
diversos estudos de associagdes com caracteristicas de interesse econdmico, visto que
em outras espécies, polimorfismos nesta mesma regido indicaram associacdo com

caracteristicas de produgdo. Com a utilizacdo da enzima Pvull, foram obtidos trés
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genotipos (C/C, C/T, e T/T) para o polimorfismo T—C. A linhagem de corte apresentou
os trés gendtipos, sendo que a maior frequéncia foi observada para o heterozigoto (C/T),
48,52%, enquanto o cruzamento apresentou apenas dois genétipos (C/C,C/T). A andlise
de variancia revelou associagdo significativa entre os genétipos marcadores (GH-Pvull)
e o RP para machos do cruzamento, com maior média para o gendtipo C/C (41,05 g +
2,35%). Neste estudo observou-se também, efeito do gendtipo marcador (GH-Pvull)
sobre as caracteristicas H e UH, sendo o genétipo C/C o que apresentou maior média

para as caracteristicas (5,64 + 0,71 mm e 94,66 + 3,26, respectivamente).



ABSTRACT

Genetic studies with quails are less frequent than those with broiler or layer chicken.
The growth hormone (GH) plays a fundamental role on the birds’ development. The GH
affects egg production and participates on the development of bone and skeletal muscle,
stimulating muscle growth, thus making GH a very well studied candidate gene. On
many species, polymorphisms have been identified in the GH gene and have been
associated to characteristics of interest. This work had the objective of studying a
fragment of the growth hormone gene on different lineages of quails (three layer
lineages and one broiler lineage), generating unpublished sequences by automatic
sequencing and the use of free software of nucleotide sequence analysis to verify
polymorphisms, as well as enabling the use of this information in improvement
programs. Another objective of this work was to detect GH gene polymorphisms in
quails, using the PCR-RFLP technique and associate these polymorphisms to
performance and carcass traits. For this, 200 quails (Coturnix japonica), belonging to
two genetic groups (broiler lineage and crossing between layer x broiler lineages) were
analyzed. It was observed high similarity (85%) among the sequenced fragments and
the sequence of the same gene on chicken, although it was verified punctual mutations
as transversions and transitions, and also deletions and insertions of bases. Among
quails lineages were verified 20 polymorphisms, mostly located on intro regions.
However, on the region 5'UTR of the exon 1, it was detected an important
polymorphism (C/T), which can be used on several studies of associations with
economical interest characteristics, because in other species, polymorphisms on this
same region indicated an association with production characteristics. Using the Pvull

enzyme, three genotypes where found (C/C, C/T and T/T) for the T—C polymorphism.



The broiler lineage presented the three distinct genotypes and the higher frequency was
observed for the heterozygote (C/T), 48.52%, while the crossing lineage presented only
two genotypes (C/C,C/T). The variance analysis revealed significant association
between marking genotypes (GH-Pvull) and the RP on the males of the crossing
lineage, with the highest average for the genotype C/C (41.05 g + 2.35%). On this study
were also observed the effects of the marking genotype (GH-Pvull) on the
characteristics H and UH, being the genotype C/C the one that presented the highest
average for the characteristics (5.64 £ 0,71 mm and 94.66 + 3.26, respectively).



I. INTRODUCAO

1.1 Avicultura

A avicultura € a criacdo comercial de aves voltada para produgdo de carne, ovos e
subprodutos. Dentre as espécies criadas na avicultura, o frango destaca-se como a
espécie mais apreciada pelos consumidores, € em menor escala também sdo criados
patos, gansos, codornas, marrecos e avestruzes.

Segundo a Organizacdo Mundial de Alimentos, a produ¢do mundial de carne de
frango € de 73,5 x 10° toneladas por ano, e a produgdo de ovos € de aproximadamente
59 x 10° toneladas. No Brasil as producdes estimadas sdo de 94 x 10°e 18 x 10° para

3

carne e ovos respectivamente, destacando o Brasil como terceiro no “ranking” dos
paises mais produtores de carne de frango e sétimo em producgdo de ovos (FAO, 2009).
A producio de aves, tanto de corte como postura, teve um crescimento enorme no
século passado. Isso foi possivel em razdo das melhorias no manejo, nutricdo, ambiente,
instalacdes, sanidade e, principalmente, por causa dos progressos obtidos pelo
melhoramento genético. O grande aumento do volume de producdo e a eficiéncia de

producdo por ave sdo atribuidos, na sua maioria, a0 desenvolvimento genético das

linhagens das aves (Albers & Groot, 1998).

1.2 Coturnix japonica

As codornas pertencentes a ordem das Galindceas, familia Faisdimidas e género
Coturnix, possuem altos indices de produtividade, ripido crescimento, pequeno porte,
facilmente manipuldveis, ciclo reprodutivo curto, com postura regular. Todas essas
vantagens fazem da codorna um animal muito utilizado como modelo para as aves

domésticas em pesquisas laboratoriais (Oliveira, 2002).
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A produgdo de codorna (Coturnix japonica) vem aumentando de maneira
considerédvel, desde a sua implantacdo como atividade avicola econdmica, em virtude do
consumo em larga escala de carne e ovos por vdrios paises do mundo, principalmente na
China, Japao, Brasil, Franca e Espanha (Minvielle, 2004). As codornas também sao
muito utilizadas como modelos para experimentacdo animal e pesquisa, em diversas
areas, tais como, desenvolvimento embriondrio (Creuzet et al, 2004), comportamento
animal (Mignon-Grasteau, 2003), fisiologia (Balthazart et al, 2003), genética (Odeh et
al., 2003) e biomedicina (Lin et al., 2002).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o plantel
brasileiro de codorna teve um aumento de 5,3% no ano de 2007, chegando a mais de 7
milhdes de animais. A producdo de ovos foi estimada em mais de 131 milhdes de duzias
produzidas por ano, caracterizando um aumento de 5,9% em relacdo ao ano anterior
(IBGE, 2009).

A criacdo de codornas tem encontrado barreiras que por vezes inviabilizam a
exploracdo econdmica. Uma dessas barreiras € a falta de material genético que garanta o
potencial de producdo. A prética corrente tem sido a reprodu¢do do material genético
disponivel que, pela deficiéncia de controle e falta de esquema de sele¢do adequados,
sofre problemas de depressdo pela consanguinidade, resultando em redugdo de postura,
queda de fertilidade e aumento de mortalidade.

O ovo de codorna é uma fonte alimentar abundante em nutrientes essenciais, €
constituido de 74,6% de agua, 13,1% de proteina, 1,1% de minerais e 11,2% de lipideos
(Panda & Singh, 1990). Existem vérios métodos para se determinar a qualidade do ovo,
como por exemplo, a medida da altura da clara, a altura da gema, o didmetro da clara,
espessura de casca e varios outros (Wesley & Stadelman, 1959). Existem cinco métodos
para estimar a qualidade interna do ovo, com bases quantitativas, relacionadas ao
albume: altura da clara (Wilgus & Van Wagenen, 1936); indice do albume (Heiman &
Carver, 1936); indice da drea do albume (Parsons & Mink, 1937); percentagem da clara
espessa e fina (Holts & Almiquist, 1932); e a unidade “Haugh” (Haugh, 1937).

O parametro mais utilizado para expressar a qualidade do albume € a unidade
“Haugh”. A unidade “Haugh” € uma expressdo matematica que correlaciona o peso do
ovo com a altura da clara espessa (albume). De modo geral, quanto maior o valor da
unidade “Haugh”, melhor a qualidade do ovo (Rodrigues, 1975). O uso da unidade
“Haugh” tem sido geralmente, aceito como uma medida da qualidade do albume em

diversas pesquisas sobre a qualidade de ovos (Alleoni & Antunes, 2001), e ¢é
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considerada uma medida padrdo de qualidade e usada, praticamente, por toda a industria
avicola (Williams, 1992).

A carne de codorna é escura, macia, saborosa e pode ser preparada da mesma
maneira que a de frango de corte. Pesquisas indicam que a carne de codorna € uma
excelente fonte de vitamina B6, niacina, B1, B2, 4cido pantoténico, bem como de
acidos graxos. A carne de codorna apresenta grandes concentracdes de Ferro, Fésforo,
Zinco e Cobre quando comparada a carne de frango. A quantidade de colesterol da
carne de codorna atinge valores intermedidrios (76 mg) entre a carne de peito (64 mg) e
da coxa e sobrecoxa (81 mg) do frango. A maioria dos aminodcidos encontrados na
carne de codorna sdo superiores aos de frango. Varios autores concluiram que a idade,
sexo, linhagem e nutrientes da dieta afetam a composi¢do quimica da carcaca das aves.

Avaliando o rendimento de carcagas de codornas, de ambos os sexos, abatidas
com 5, 6, 7, 8 e 9 semanas de idade, Yalcin et al. (1995) concluiram que estes valores
foram da ordem de 73, 70, 69, 69, e 69%, respectivamente, mostrando que as aves
ganham pouco peso de 6 a 9 semanas. O sexo afetou significativamente o peso corporal
e o peso das visceras, sendo estes valores maiores para as fémeas do que para os machos
em todas as idades. Ferreira et al. (2005), avaliaram o desempenho produtivo e o
rendimento de carcaca em 4 grupos genéticos, no qual observaram que a partir dos 28
dias as fémeas foram mais pesadas do que os machos, e partir dos 42 dias, as fémeas
tiveram maior consumo de ragdo, mas melhor conversdo alimentar do que os machos.
Da mesma forma Caron et al. (1990) mostraram que as fémeas sdo mais pesadas do que

os machos de mesma idade.

1.3 Marcador Molecular

Avangos significativos na producdo animais vém sendo obtidos por técnicas
tradicionais de melhoramento. A biotecnologia vem trazer a possibilidade de utiliza¢io
de novas ferramentas no processo de melhoramento animal. Aliadas as metodologias
tradicionais, as novas técnicas deverdo aumentar ainda mais o progresso genético que
vem sendo observado nos animais domésticos. O uso de marcadores moleculares,
principalmente de DNA, permite que o potencial genético de um animal seja
determinado com maior precisao e antes mesmo da expressao do fenétipo.

O termo polimorfismo genético é classicamente definido como a ocorréncia de

variagdes nucleotidicas em uma mesma populacdo, com duas ou mais variantes alélicas,
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resultantes de mutacdes pontuais ou rearranjos do DNA, tais como substitui¢des,
insercoes, inversoes e delecdes.

Trabalhar com marcadores genéticos significa utilizar caracteristicas herdaveis em
individuos de uma dada populacdo, considerando que todos os marcadores refletem
diferengas nas sequéncias de DNA (Sunnucks, 2000). As variantes genéticas podem ser
aplicadas como marcadores para diversos estudos em populagdes, como na identificacdao
de espécies e hibridos, estabelecimento de filogenia, medida do nivel de variacdo
genética em populacdes cultivadas e selvagens, determinagcao do impacto da introdugao
de populagdes cultivadas em populacdes selvagens (Ferguson et al., 1995),
determinac¢do da qualidade do patrimonio genético de espécies de interesse econdmico e
como ferramenta auxiliar em programas de melhoramento genético.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a detec¢do da
variabilidade genética, como o sequenciamento e os marcadores moleculares, capazes
obter um nimero virtualmente ilimitado de polimorfismos, cobrindo todo o genoma do
organismo. Tais marcadores podem estar localizados em regides codificante ou nao
codificante, e podem ser utilizados para as mais diversas aplicagdes, tanto no estudo de
genética, quanto na pratica de melhoramento de plantas e de animais (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

Uma importante ferramenta molecular, eficaz na identificacdo de variagdes
genéticas sdo os marcadores RFLP (Restriction Fagment Length Polymorphism). Estes
polimorfismos sdo de natureza bi-alelica e caracteristicamente codominantes, podem
estar em regides codificantes, em genes de copias unicas. A técnica PCR-RFLP consiste
na amplificacdo do gene alvo, seguida pela digestao de uma endonuclease de restri¢do,
assim, variacdes sdo explicadas pela ocorréncia ou ndo de mutagdes no sitio de restricao
da enzima, resultando em diferentes tamanhos de fragmentos de restrigao.

Genes candidatos para uma determinada caracteristica sdo genes envolvidos nos
principais mecanismos fisiolégicos e vias metabdlicas, direta ou indiretamente
envolvidas na determinacdo de caracteristicas de producdo (exemplos: conversao
alimentar, ganho de peso, reproducio, resisténcia a doencgas, etc). Os genes candidatos
sdo identificados na espécie de interesse e seus polimorfismos detectados. Os
polimorfismos sdo associados com a caracteristica de interesse através de andlise
estatistica apropriada, utilizando-se dados provenientes de uma amostra de populacao

comercial.
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A utilizacdo de técnicas moleculares aplicadas a genética, aliadas as técnicas
tradicionais de melhoramento animal, poderd proporcionar maiores ganhos genéticos, o
grande problema na préatica da criagdo é descobrir indicios das modificagcdes no nivel
dos progressos da selecdo o mais cedo possivel, para que se possa modificar o sistema

de melhoramento antes que o mesmo se torne ultrapassado.

1.4 Horménio do crescimento em aves

A secre¢ao do hormonio do crescimento (GH) pelas células somatotréficas da
hipéfise anterior € modulada por influéncias hipotalamicas estimulatérias e inibitdrias.
A secrecdo pulsitil de GH € determinada, principalmente, por uma complexa inter-
relacdo entre dois peptideos hipotalamicos, o horménio liberador de GH (GHRH) e a
somatostatina (SRIF), que inibe a secrecao de GH. Além do GHRH e da SRIF, diversos
outros fatores interferem na secre¢do de GH, atuando diretamente sobre a hipéfise ou
sobre a liberacao destes fatores hipotalamicos, tais como neurotransmissores, hormonios
periféricos, e fatores metabdlicos (Lengyel, 2006).

O hormdnio do crescimento (GH) € uma molécula proteica, composto por 191
aminodcidos e secretados pela hipéfise anterior, possui papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento de aves e de muitos outros animais, influencia
diretamente em varios parametros fisiolégicos, tais como crescimento e reprodugdo
(Stephen et al., 2001). O GH também afeta a producdo de ovos e estd envolvido com a
resisténcia a doengas (kuhnlein, 1997), participa no desenvolvimento dsseo, além de
modular a particdo de nutrientes entre os tecidos adiposo e muscular esquelético,
estimulando o crescimento muscular e reduzindo a deposi¢do de gordura na carcaca
(Etherton, 2001), sendo um gene candidato muito estudado.

A estrutura gendmica do gene do GH tem sido estudada em diferentes animais, e
sua estrutura tem se mostrado bastante similar entre as espécies. Em frangos, o gene GH
foi primeiramente isolado e sequenciado por Lamb et al. (1988), e a partir de entdo,
vdrios outros autores estudaram amplamente este gene. Tanaka et al. (1992) clonaram e
sequenciaram o gene do GH em galinhas (Gallus gallus), e concluiram que o mesmo
possuia um tamanho aproximado a 4.100 pares de bases (pb), e era composto 5 éxons e
4 introns. Entretanto, o tamanho do gene gGH era significativamente maior que o gene

andlogo em mamiferos, isto, em razao do tamanho dos introns que sdo bem maiores.
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1.5 Polimorfismos do gene GH e sua associacao as caracteristicas de producao

Polimorfismos em genes que regulam a producao hormonal e, por conseguinte,
regulam o metabolismo e o desempenho animal sdo interessantes e t€m sido muito
estudado. Os genes do eixo somatrotéfico desempenham papel central na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento (Mao et al, 1997). Estudos recentes mostraram que
polimorfismos encontrados nesses genes afetam a expressdo génica a nivel
transcricional e traducional (Lo et al., 2003; Wyszynska-Koko et al., 2006).
Polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP) em genes do eixo somatrot6fico foram
associados significativamente a caracteristicas de crescimento (Qiu et al., 2006; Amills
et al., 2003; Fang et al., 2006) e carcaca em galinhas (Lei, 2007).

Em um grande niimero de espécies, polimorfismos t€m sido identificados neste
gene e associados a caracteristicas de interesse econdmico. Em suinos os polimorfismos
foram associados a performace e caracteristicas de carcaga (Franco, 2005), em bovinos,
foi associado a producdo de leite (Lucy, 1993), e com caracteristicas reprodutivas
(Lechniak 2003), em peixes foi associado com peso de filé e rendimento de carcaca
(Blanck, 2008 (Dados nao publicados)).

A maioria dos polimorfismos encontrados no GH de frangos esta localizada nas
regides de introns, podendo ser identificado por varias metodologias, tais como: RFLPs,
SSCP e sequenciamento. Estudos com frango de corte utilizando RFLP mostraram que
o gene GH ¢ altamente polimérfico, e seus alelos ja identificados possivelmente estao
associados a gordura abdominal (Fotouhi et al., 1993) producdo de ovos (Ip et al., 2001)
e ganho de peso (Feng et al., 1997).

Tanaka et al. (1995), encontraram um fragmento adicional de 197 pb, localizado
no intron 1. Mou (1995) também sequenciou o gene gGH e encontrou o mesmo
fragmento adicional, na posi¢cdao +308 no intron 1. Outros autores também encontraram
polimorfismos neste gene, Fotouhi et al. (1993) identificou 4 sitios RFLPs, 1 para Sac |
e 3 para Msp 1, estes ultimos localizados no introns 1, 2 e 4, respectivamente. Nie et al.
(2002) detectaram uma delec¢ao de 50 pb no intron 4 em frangos nativos chineses. Nie et
al. (2005) identificaram 46 SNPs (Single Nucleotide Polymorphim), sendo que 36 dos
46 estavam localizados em introns. Em codornas, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que envolvessem associacdes entre polimorfismos genéticos e dados de

producdo.
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II. OBJETIVOS GERAIS

Sequenciar um fragmento do gene do hormodnio de crescimento em linhagens de
postura e corte de codornas (Coturnix japonica), mantidas na Universidade Estadual de
Maringd — PR, e por andlise comparativa buscar por variantes alélicas no gene
candidato GH, com potencial para estudos de associacdo com caracteristicas de
interesse econdmico.

Detectar polimorfismos no gene do GH em codornas através do marcador
molecular PCR — RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght

Polimorphism) e associar os polimorfismos a caracteristicas de desempenho e carcaca.



ITII. SEQUENCIAMENTO DE UM FRAGMENTO DO GENE DO
HORMONIO DO CRESCIMENTO EM CODORNAS

Resumo - Estudos genéticos com codornas sdo menos frequentes do que os
desenvolvidos para frangos, de postura ou corte. Este trabalho teve como objetivo
estudar um fragmento do gene do hormodnio do crescimento em diferentes linhagens de
codornas (trés de postura e uma de corte), gerando sequéncias inéditas (acesso
EUS515188, EU515189, EU515190 e EUS515190) por intermédio de sequenciamento
automdtico e utilizacdo de programas gratuitos de andlise de sequéncias nucleotidicas
para verificar polimorfismos, possibilitando utilizar essa informag¢do em programas de
melhoramento. Foi observada alta similaridade (85%) entre os fragmentos sequenciados
e a sequéncia do mesmo gene em galinha, sendo verificadas mutagdes pontuais como
transversoes e transi¢oes, além de delecdes e inser¢des de bases. Entre as linhagens de
codornas foram verificados 20 polimorfismos, € um localizado em uma importante
regido génica, a 5'UTR, onde a transi¢io C/T ocorre entre linhagens e dentro da
linhagem, podendo ser utilizados em diversos estudos de associagdes com
caracteristicas de interesse econdmico, visto que em outras espécies, polimorfismos

nesta mesma regido indicaram associacdo com caracteristicas de producao.

Termos para indexacdo: Coturnix japonica, GH, SNPs, marcadores moleculares,

polimorfismo.
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Growth Hormone fragment sequencing of quails.

Abstract — Genetic studies with quails are less frequent than those with broiler or layer
chicken. This work had the objective of studying a fragment of the growth hormone
gene on different lineages of quails (three layer lineages and one broiler lineage),
generating unpublished sequences (access EUS515188, EU515189, EU515190 and
EU515190) by automatic sequencing and the use of free software of nucleotide
sequence analysis to verify polymorphisms, enabling the use of this information in
improvement programs. It was observed a high similarity (85%) among the sequenced
fragments and the sequence of the same gene on chicken, although it was verified
punctual mutations as transversions and transitions, and also deletions and insertions of
bases. Among quails lineages were verified 20 polymorphisms, being one of them
located on an important genic region, the 5'UTR, where the C/T transcription occurs
among lineages and inside the same lineage, which can be used on several studies of
associations with economical interest characteristics, because in other species,
polymorphisms on this same region indicated an association with production

characteristics.

Index Terms — Coturnix japonica, GH, SNPs, molecular marker, polymorphism.
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Introducao

A criacdo de codornas vem aumentando, de maneira considerdvel, desde a sua
implantacdo como atividade avicola. Contudo, essa expansdo tem encontrado barreiras
que por vezes inviabilizam sua explora¢do econdmica. Uma dessas barreiras € a falta de
material genético que garanta o potencial de producdo. Nao existe no Brasil qualquer
programa de melhoramento genético de codorna desenvolvido em bases técnicas. A
pratica corrente tem sido a reproducdo do material genético disponivel que, pela
deficiéncia de controle e falta de esquema de sele¢cdo adequado, sofre problemas de
depressao pela consanguinidade, resultando em reducdo de postura, queda de fertilidade
e aumento de mortalidade.

Da mesma maneira, informacdes moleculares para caracteristicas de interesse
econdmico em codornas também sdo raras. A andlise da estrutura genética populacional
pode ser realizada por meio de técnicas moleculares, que atualmente tém passado por
grandes avangos tecnolégicos. Essas metodologias podem auxiliar a compreensao das
relagdes evolutivas entre espécies, bem como auxiliar o estudo de divergéncia genética
(Milligan et al., 1994; Fritsch & Rieseberg, 1996) e de associacio de variantes alélicas a
caracteristicas quantitativas.

Existem algumas técnicas utilizadas para andlise das variacoes no DNA, como o
sequenciamento e marcadores moleculares, que auxiliam no conhecimento dos padrdes
de variacdo genética inter e intrapopulacionais, contribuindo para elaboracdo de
estratégias em programas de melhoramento (selecdo ou cruzamento).

Polimorfismos em genes que regulam a producdo hormonal e, por conseguinte,
regulam o metabolismo e o desempenho animal tém sido muito estudados por causa da
importancia de sua funcdo, assim como o0s genes do eixo somatotréfico que
desempenham papel central na regulacdo do crescimento e desenvolvimento (Mao et al.,
1997). Estudos recentes mostraram que polimorfismos encontrados nesses genes afetam
a expressao génica a nivel transcricional e traducional (Wyszynska-Koko et al., 2006).
Polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP) em genes do eixo somatrotéfico foram
associados significativamente a caracteristicas de crescimento (Amills et al., 2003; Fang
et al., 2006; Qiu et al., 2006) e carcaca em galinhas (Lei et al., 2007).

O gene do hormdnio de crescimento (GH) afeta uma grande variedade de
parametros fisiologicos tais como controle de apetite, crescimento, composi¢ao

corporal, envelhecimento e reproducdo (Byatt et al., 1993; Vasilatos-Younken et al.,
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1997). O gene do GH da galinha é composto por 5 éxons e 4 introns (Tanaka et al.,
1992) semelhante ao encontrado em mamiferos (Woychik et al., 1982; Byrne at al.,
1987), contudo os introns s@o maiores e altamente polimérficos (Ip et al., 2001).

A utilizacdo de técnicas moleculares aplicadas a genética, aliadas as técnicas
tradicionais de melhoramento animal, poderd proporcionar maiores ganhos genéticos,
podem determinar o potencial do animal, antes mesmo que seu fendtipo seja expresso,
o grande problema na pratica da criacao € descobrir indicios das modificacdes no nivel
dos progressos da selecdo o mais cedo possivel, para que se possa modificar o sistema
de melhoramento antes que o mesmo se torne ultrapassado.

Com este estudo objetivou-se investigar, através da técnica de sequenciamento,
um fragmento do gene do hormonio de crescimento em linhagens de postura e corte em
codornas, mantidas na Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Maringd —
PR, e por anédlise comparativa entre as linhagens buscar por variantes alélicas no gene
candidato GH, com potencial para estudos de associacdo com caracteristicas de

interesse econdomico.



26

Material e Métodos

Neste trabalho, foram utilizados oito animais, pertencentes a quatro linhagens de
codorna (Coturnix japonica), para obtencdo de amostras de DNA a partir de células
sanguineas (duas aves de cada linhagem). As linhagens, denominadas pelas cores azul,
vermelha, amarela (postura) e verde (corte), sao mantidas pela Universidade Estadual de
Maring4, na Fazenda Experimental de Iguatemi.

Foram coletados aproximadamente 0,5 mL de sangue de cada animal. Apds a
coleta, as amostras foram resfriadas a 4°C, e armazenadas no laboratorio de
Reproducao/Genética Molecular da Universidade Estadual de Maringd, até o momento
da extracdo de DNA.

O DNA gendmico foi obtido das células sanguineas pela adi¢cdo de 500 uL de
tampao contendo cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) em tubos de 1,5 mL. As
amostras foram mantidas por uma hora em banho-maria a 65°C, com agitacdes
ocasionais. Em seguida, o DNA extraido foi deixado a temperatura ambiente por alguns
minutos para resfriamento, quando foram adicionados 500 pL de cloroférmio e dlcool
isoamilico (24:1) acompanhado por agitacdo. Apds a centrifugacdo por 15 minutos a
1.3000 g, o sobrenadante foi transferido e precipitado com a adicdo de 250 puL de
isopropanol, seguido por resfriamento a 4°C durante 30 minutos. O DNA precipitado
foi centrifugado a 1.3000 g por 30 min. O pellet foi entdo lavado por duas vezes em
etanol 75% e, ap6s evaporagdo, o DNA foi dissolvido em tampao TE (Tris-HCL 10mM,
pH 7,4 e EDTA 1mM, pH 8) e quantificado a 260 nm e 280 nm. Esse protocolo foi
desenvolvido a partir do protocolo proposto por Murray e Thompson (1980).

Para amplificar o fragmento referente ao gene do hormonio de crescimento em
codorna, foi utilizada a sequéncia génica de galinha, que, no inicio dos estudos, serviu
como referéncia (Tanaka et al., 1992; nimero de acesso ao GenBank D10484), visto
que na época em que os estudos foram iniciados em codorna, ndo havia uma sequéncia
deste gene publicada com a espécie em estudo. Foram utilizados os mesmos primers
desenhados por Kuhnlein et al. (1997), 5>~ ATCCCCAGGCAAACATCCTC-3" e 5’-
CCTCGACATCCAGCTCACAT-3’ e programa de amplificacio proposto pelos
mesmos autores.

Os primers foram analisados quanto a fidelidade ao gene GH através do acesso ao
banco de dados de sequéncia de nucleotideos disponiveis no NCBI (National Center for

Biotechnology Information, National Institutes of Health-USA). Os produtos de PCR
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foram avaliados em gel de agarose 1%, revelados em solucdo de brometo de etideo (0,5
pg/mL). Os fragmentos de DNA adequadamente amplificados foram purificados (Kit
PureLink Invitrogen), quantificados e sequenciados em sequenciador automaético
(MegaBACE 1000 Amersham life Science — USA), usando o Kit DYEnamic ET Dye
Terminator (GE Healthcare, USA), pela técnica de terminac¢do em cadeia (Sanger et al.,
1977). As sequéncias geradas foram pareadas e analisadas comparativamente usando o
programa Clustal W, tendo o gene GH de Gallus gallus (nimero de acesso ao GenBank:
AY46184) como fonte de referéncia, uma vez que os primers foram desenhados tendo
esse genoma como modelo.

Apoés o sequenciamento, vdrios polimorfismos foram verificados nas sequéncias
analisadas e um deste polimorfismo foi testado utilizando a enzima de restricdo Pstl
(Invitrogen) em 200 codornas. Apds a clivagem, nova andlise foi realizada em
eletroforese em gel de poliacrilamida. Esta andlise permitiu identificar animais

portadores ou ndo de polimorfismos genéticos para o gene analisado.
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Resultado e Discussao

Como produto da PCR foram obtidos fragmentos de aproximadamente 700 pares
de bases (pb), utilizando primers especificos para o gene do hormonio do crescimento
(GH) de galinha. Os fragmentos obtidos nas quatro linhagens, compreenderam a regidao
promotora do gene, o éxon 1 (onde estd incluida a regido 5’UTR) e grande parte do
intron 1, conforme comparagdo com a sequéncia de referéncia AY461843 (Figura 1).
Os fragmentos amplificados foram sequenciados, resultando, apds edi¢do, em um
fragmento de 686 pb (Figura 2). As sequéncias do GH de codorna da linhagem
vermelha, verde, azul e amarela, foram depositadas no GenBank, sob nimero de acesso
EU515188, EU515189, EU515190 e EU515191, respectivamente.

O sequenciamento de bases realizado nas amostras de DNA das quatro linhagens
de Coturnix japonica, por comparacdo com a sequéncia de referéncia utilizando o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignament Search Tool), possibilitou detectar
polimorfismos entre estas duas espécies. Um pareamento estatisticamente significativo,
com alta similaridade, 85%, foi verificado com a sequéncia depositada por Sun et al. em
2003, ndmero de acesso AY461843, que na andlise dos resultados foi a sequéncia
utilizada como referéncia por ter apresentado maior similaridade quando comparada
com a sequéncia depositada por Tanaka et al. (1992) que apresentou 84% de

similaridade.
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Bef £57

Werde
Amar=la
Azul
Wermelha
Bef_ 747

Verde
Amarela
Azmul
Wermelha
EFef 323

Werde
Amar=la
Azmul
Wermelha
Ref 952

CATCTCCGETAT AAATCFACT ACAATT FAGET G FCCAT FC FAACACACCT ZC ATTT AT
CATCTCCGTAT 2AATCFACTACAATT FAGGT G- GCCAT G CAACACACCT L ATTT AT
CATCTCCGTAT AAATCFACTACAATT FAGGT G C AC - AT G FAACACACCTGCATTT AT
CATCTCCGTAT AAATCFACT AC AATT FAGGT G GCCAT G FAACACAC CT L ATTT AT

CATCTCCGTAT AAAT - FACTACAAT - FAGGCT AGC ACCAT GO FAACACAT CTECATTT AT
*+ *

GLAAFFAGGFEAT AT FEAFAGGT G A-C AT CET AT CACCCCCAT CCATTTT ARAC AF
GLAAFFAGEFFAT AT CFAFAGCT G AFC AT CET AT CACCCCCAT CCATTTT ARAC A
GLAAFFAGGFEAT AT FEAFAGGT G A-C AT CET AT CACCCCCAT CCATTTT ARAC AF
GLAAFFAGEFFAT AT CFAFAGCT G AFC AT CET AT CACCCCCAT CCATTTT ARAC A
GLAAFFAGGFFAT AT FFAFAGGT FEL AT FAT CACGAFCACCCCCAT COATTTT A8ALC AF
*hEtk  kE

ACCCCCAGCT AT AT AAFFEEEE-TCT CACCT GO C AGCAT CACTCF- AT FARAGFAFFALA
ACCCCCAGCT AT AT AAGFEEEE-TCT CACCTETCAGCAT CACTC G- AT FARAGFAGAAL
ACCCCCAGCTATAT AAGFEEEEETCT CACCTETCAGCAT CACTC G- AT FAAAGFAGFALL
ACCCCCAGCT AT AT AAGFEEEE-TCTCACCTECCAGCAT CACTC G- AT FARAGFAGFALL

ACCCCCAGCTATAT AAGFEET G-TCTCACCTETT ATCAT CACCT GGAT GRLAL GG GEILD,
* * *

CATTCAAGAFACACCFAGCAACTCTCCCGFC AGEAAT FECT CCAFFT ACTTT -CTTT AT
CATTCAAGAFATACCCFAGCAACTCTCCCGFCAGEFAAT FECT CCAFGT ACTTT CTTT AT
CATTCAAGAFAT ACCCFAGCAACTCT CCC G AGEAAT FECT CCAGFT ACTTT -CTTT AT
CATTCAAFAFACACCCFAGCAACTCTCCCGFCAGEFAAT FECT CCAGFT ACTTT CTTT AT
CGTTCRRGCRRCRCCT GREGCARCTCT COCGECRGERAT GECT COLGFT ACTTT CTTT AT
* dkkEkik ki

CTCAGTT----- GFATGT GCCAATCTFCT CAT GCTTT F6T FAFFF=AT GT AT =FAF
CTCAGFTT----- GFATFT ZCCAATRCT LT GCAT GCTTT FEGT GAFFFEAT GT AT FFAF
CTCAGTT----- GFATGT GCCAATZCTHCT CAT GCTTT Z6T FAF AT GT AT FFAF
CTCAFYT----- GEATET GLCAAT ZCTFCT GCAT GCTTT FEGT GAFFFEAT GT F AT FFAR
CTCAGTTCTAATEGCTGTTCCAAT LT -CT FCAT GLTTT GFET AT FEFAT ACFAT T =
EhEEE * +% EEE *% *

GEEFTFET ZCT FAFET FEFCT E- CARACACAGT GT CAFCTCT FAATTCBAR -~ - -~ - -~~~
GEET T ZCT FAGET T - CARAC ACAGT CT CARCTCT FAATTCAAR - - - - - - - -~
GEET T ZCT GAFET FEFCT - CARAC ACAGT GT CAGCTCT FAAT T C&AR - —— -~ ——~~~
GEET T ZCT FAFET T - CARAC ACAGT CT CARCT CT FAATT CAAR - - - - - - - - -~
GEET-TFCTET T T FACACACGCAFAGC CHECTCT - AACT ARAAT T -FCAACT
*F kE EEE T F EEEEEEEE k¥ EEE

- CAFATCAATFACAAAFFARAATCTCTCCCTACAGCET ZGCT AT AAACCAT FAFCT ZACT
~-CAFATCAAT GAC AALFEAAAT CTCTCCCT ACAGC T ZGLT AT AAACCAT FAFCT ZACT
—-CAFAT ARATGAC AAAGGEAAAT CTCTCCCT ACAGCET ZGCT AT AAACCAT FACCT ZACT
- CAFAT CAAT FAC AARAFFARAT CTCTCCCT ACAFC T FECT AT AAACCAT FAFCT ZACT
TACAFAT CACGT FAC BAAGEAT CTCCTTCCCT ACAGT =L ARACTT CARACCAT ZAGCT ZACT

=+ +** +* * ** o o e e o o o o o

CaFET AACCCTFAGCTTCACCTT GGT — AAGFEED AFFAARFAGCT GLGFAAT A0 ABAF LS
CAGFET AACCCTFAFCTT AACCTT GGT - AAGGEEC AFFAAT FAGCT L FFAAT AC ARAFAL
CAFET AACCCTFAFCTTCACCTT F6T - ARG D AFFAAC FAGCT L FFAAT AC ARAF AR
CAFET BACCCTFAFCTTCACCTT GGT CARGGEEC AGENAT FAGTT G AT AC ARAFAR
CArFET AACCCTFAFCCT ARCCTT AL - AGGFEEC ACFAAT FAGCT GO GAAT AC FAAFAS

* * * EEE EEE EEEEEE AEEEE

FECCTEECT AFAALAGCACTTCAAAGACCATTTACTTTCCAACCCCTECACTTCTCCCCA
Gl T TT FAAAAFCACTT CAARFACCATTTACTTTCCAACCCCT FCACTT ZTCCCCA
GECCTEECTT LA FC ACTTCARRGACCGTTTACTTTCCAACCCCT L ACTTZTCCCCA
FECCTEECTT FAAAAGCACTTCARAGACCATTTACTTTCCAACCCCTFCACTTCTCCCCA

GELCCEEFTT FAARAFCACTTCALRGAT CACCT ARTTTCAACCCCTTFCACTTFTCC- -4
*hEE k * * *h kkEk E khkEk hhkbEidkihrr

AT CCT FCAFFCTCCAGFFCACT CCTCCACT FAT FTTCAGCTCCA
AT CCT L AFGCTCCAGFECACT CCTCCACT FAT ZTTCACCTCCA
AT CCT L AFFCTCCAGFECACT CCTCCACT AT TTCACCTCCA
AFTCCTFLAFGCTCCAGFECACT CCTCCACT FAT FTTCAACTCCA

AGTCCTECAFFCTCCAGEECATT CCTCCACT FAAGTT AAACCCT A
*EE X K % %

Figura 1 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos (ClustalW) de um
fragmento do gene do hormonio do crescimento. Verde: Linhagem de corte de
codorna. Amarelo, Azul e vermelha: linhagens de postura de codornas. Ref.:
sequéncia de referéncia da mesma regido génica em galinha (AY461843).
Sublinhado maior: regido do éxon 1 que inicia a tradu¢do dos 3 primeiros
aminodcidos (MAP) da sequéncia sinal. Sublinhado menor: Sitio de restricdo da
enzima Pstl, encontrado na sequéncia de galinha. Abaixo do alinhamento, os
asteriscos indicam que as bases sdo iguais em todas as linhagens.
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Com o alinhando das sequéncias do GH, observaram-se duas dele¢Ges maiores,
uma de cinco e outra de 12 nucleotideos no gene da codorna em relacdo ao gene da
galinha, iniciando na posicdo 575 e 677, respectivamente, além de vdrias inser¢des,
transi¢des e transversdes de base unica ou poucas bases consecutivas, identificadas,
assim como nos casos anteriores, pela auséncia de asterisco abaixo de cada alinhamento
(Figura 1). Sem contar os dois primeiros casos (delecdes maiores), foram identificadas
87 diferencas entre as sequéncia das codornas em relagdo a sequéncia da galinha, sendo
52 transicoes (60%), 25 transversdes (29%), 7 inser¢des (8%) e 3 delecdes (3%). As
variacOes entre as duas espécies, mas que também variaram entre as sequéncias das
codornas, ndo foram consideradas nesta contagem.

Segundo Sun et al. (2003), em Gallus gallus a regido estudada apresenta dois
sitios de reconhecimento para a enzima Pstl, a qual identifica a sequéncia
5’..CTGCAVYG...3’ como seu sitio para corte. Nos 200 fragmentos de codorna
submetidos a digestdo com a mesma enzima, verificou-se que um dos sitios ndo estava
presente em nenhuma das amostras € o polimorfismo verificado em galinha nao foi
confirmado em codorna. No presente estudo, o sequenciamento propiciou verificar uma
transi¢do de G por A, na posi¢ao 793 (Figura 1), modificando o sitio de reconhecimento
da enzima. Assim, embora estas espécies compartilhem muito da estrutura gendmica,
elas apresentam diferencas de bases tinicas (ou poucas bases contiguas) em seu genoma,
0 que representa o tipo mais comum de variacdo que podemos encontrar entre 0s
genomas de varias espécies. Estes polimorfismos podem ser utilizados como
marcadores moleculares no estudo de genética de populagdes, assim como em estudos
de associacdo de polimorfismos e seus efeitos no fenétipo (Rafalski, 2002) e podem
gerar ou eliminar sitios de restricdo que sao reconhecidos por varias enzimas.

Na anédlise comparativa considerando-se apenas as sequéncias de codornas, foram
encontrados 20 polimorfismos entre as linhagens, estes podendo ser possiveis sitios de
corte para vdrias enzimas, salientando que as linhagens; amarela, vermelha e azul sdo de
postura e a linhagem verde € de corte (Figura 2 e Tabela 1). A linhagem azul concentrou
a maior quantidade de polimorfismos entre as linhagens estudadas sendo que dos 20

locais polimérficos, sete deles estavam presentes apenas nesta linhagem.



AMARELE
WERMELHL
WERDE
ATITL

AMAPELR
YWERMELHL
WERDE
AFITL

AMAPELL
TERMELHL
VERDE
AZITL

AMAPELL
TERMELHL
WERDE
AZTTL

AMAPELA
TEFMELHL
VERDE
AZFITL

AMAPELA
TEFMELHL
VERDE
AZFITL

AMAPEL L
VEPFMELHA
TERDE
AZTTL

AMAFEL R
TEFMELHL
VERDE
AZFITL

AMAPELL
VERMELHZ
TERDE
AZTTL

AMARPELL
TERMELHL
VERDE
AFUL

AMAPELL
VEFMELHL
TERDE
AZUTL

AMARPELL
TERMELHL
VERDE
AFUL

CATCTCCGTATALL TCFAC TAC AL TTFAG TG GCCAT GEC (A ACACACCT ZCATTTAT
CATCTCCGTATALA TCGAC TACAATTRAGGTGGC GOCAT GO CAACACACCT ZCATTTAT
CATCTCCGTATALL TCGAC TACAATTGAGGTGGC GCCAT GEC A ACACACCT GCATTTAT
CATCTCCGTATALLTCGAC TACAATTRAGGTGGCAC-AT GO GAACACACCT ZCAT TTAT

EEEFTT XL ELETTTLTELEETLTELTXL XL XL TZETRTEET & X ETEETELT AL EELRETL AL LR LT L

GoAA G GA GG A TA TEFAGAGE TCCCAGC GAT CETEATCACCCCCAT CCATT TTARACAG
Go AL R GG TA T AR TG CCA G AT CETRATCACCCCCAT CCATT TTRARACAG
GoAAG A GECEA TA TEFAGAGE TGCCAGC GAT CETEATCACCCCCAT CCATT TTARACAG
GO AR A TA TR ARG TCCCA G GAT CETEATCACCCCCAT CCATT TTARACAG

e b o e e b o o o e o o e e o o o e e o o o o e o o o e o o o e e o o o e o o o o e o o oo i e o o o o o

ACCCCCAGCTATATARGGEGEG-TCTCACCTGTCAGT AT CACTCEAT GAAMCAGERARC
ACCCCCAGCTATAT ARGCEGEG-T CTCACCTGCCAGT AT CRAC TCCAT GAARMCAGERRRC
ACCCCCAGC TATAT AAGEEGLEE-T CTCACCTCCCAGT AT CRC TC AT GAARMCAGERARC
ACCCCCAGCTATAT ARGCEGEGLT CTCACCTGTCAGT AT CRAC TC AT GAARMCAGERARC

e e o i e e e e o e e e g e i o o S e o o e o o o e b o o e o o o e o o o e

AT TCARGACIYRACCCCAGCAM TC TOC CEECAGEART GECTCCACCTACTTTGC TT TATC
AT TCARGAGACACCCEAGCAM TC TCCCEECAGCART GECTCCACCTACTTTGC TT TATC
AT TCARGACACRACCCCAGCAM TC TOC CEECAGEART GECTCCACCTACTTTGC TT TATC
AT TCARGRAGRATRCCCGAGC A TC TCC CEGCAGEART GECTCCRAGCTACTTTGC TTTATC

e e e o o ko e e e e e o o e e b ool ok o ok e o

TCAGT TECEATCT GO CAATRCTGCT GLATGCTT TG HET GAGEGEA TCT GAT FRAGGLCT -
TCAGT TGGATCT GCCAATGCTGCT GLATGCTT TREET GAGEGCATCT GAT GRAGCLCT R
TCAGT TECEATCT G CAATGCTGCT GLATGCTT TG AT GAGEGEA TCT GAT FRAGGLECT -
TCAGT TGGATCT GCCAATGCTGCT GLATGCTT TREET GAGGGCATCT GAT GRAGCLCT R

FEEE FEETELETEET XL LTS AL ETEEET AT EAEAT AT A AT A A A A A A A A A A A A A A A A AT

TGCTFAGCT GEGCT FrARaCAC AT T CAGCT CT RAATT CARAC ACA TCAAT GACA LA
TGCTFRAGGT GEGCT GLARACACACTCT CAGCT CT AR TT CAR ACACA TCART CACA ARG
TGCTFAGCT GEGCT FrARaCAC AT T CAGCT CT RAATT CARAC ACA TCAAT GACA LA
TGECTFAGGT GEGCT GLARACACAGTCT CAGCT CT GAATT CAR ACACA TAAAT CACALACE

e e o e e e e e e o e e o e o e e e e e o e e e o o e o e e i o o o e

AAATCTCTCCCTACAGCGT GECTATARAC CAT GAGCT GACTCAGCTAAC CCT GAGC TTAL
AAATCTCTCCCTAC A GT GLC TATARAC CAT A GCT GACTCAGCTAAC CCT GAGC TTCA
AAATCTCTCCCTACAGCGT GCCTATARAC CAT GAGCT GACTCAGCTAAC CCT GAGC TTC A
AAATCTCTCCCTAC A GT GLC TATARAC CAT A GCT GACTCAGCTAAC CCT GAGC TTCA

e e e o o ko o aak e e a  a e e o o e o a  ob eok e  h h h Ea

CCTTGHGT -2 AGGGECAGGRATCGAGC TFOGGRA TACAL AGALC AR GLRC AL AGCAGRGTTRT
CCTTGGT CAACG G CAGCITATCAG T TGOGCAL TACAL ACARC AR CEC AL ACC AGAGTTCT
CCTTGHGT -2 AGGGECAGFGR AACAGCTFOGGRA TACAL AGALC AR GLC AL AT AGRAGTTGT
CCTTGGT - A ACGEE oA G ACCAGC TGO CAL TACAL ACARC AR CEC AL ACC AGAGTTCT

FEEEE AL ETEEFETETELEEEET & AT XA EEETEALT AT ELT AT AL AEAE AL EA AT A A Y &

A TAGTTAT TCC T TCATATAT CGAACC CAGGAACATTARRAC TCALT TCCRAGECT TTAL
A T GTTAT TG T TCATATAT GAAGC CAGGAACATT ARRRC TCAAT TCTRAGHCT TTAL
A TAGTTAT TCC T TCATATAT CGAACC CAGGAACATTARRAC TCALT TCCRAGECT TTAL
A A GTTAC TG T TCATATAT GAAGC CAGGAACATT ARRRCTCAAT TCCEAGHCT TTAL

e o e o e e e i e o o ol i e e i e o ol i e o i i e e e i e o e ot e o ol o o e ol o o

ACAGFERTCGEGGT AT GT CTGAT CAT AGACT CATAGRA THFCC THFCT TA LA AGCACT
ACAGEGATCGEGET GAT GT CTGAT CAT AGACT CATAGRAATGCCC TEGCT TRA LA ACCACT
ACRGFERTCGEGGT AT GT CTGAT CAT AGACT CATAGRA THFCC THFCT AR DL AGCACT
ACAGEGATCGEGET GAT GT CTGAT CAT AGACT CATAGRAATGGCC TRGCT TRA LA ACCACT

EFEEELT LT EAETETTLTLTTETTE AT T IETAT T FET T XL TET TN LEET XL XL ETEL FE 22535 %

TCAARGACCATT TACTT TCCAACCCCT ZCACT TGTCCCCAAGTCCTGCAGRC TCCAGGGD
TCARRGRCCATT TACTT TCCAACCCCT GCACT TGTCCCCARGTCCTGCAGFE TCCAGEEC
TCAARGACCATT TACTT TCCAACCCCT ZCACT TGTCCCCAAGTCCTGCAGRC TCCAGGGD
TCAARGACCGTTTACTT TCCAACCCCT GCACT TGTCCCCARGTCCTCCAGGC TCCAGGGD

e o e o e i e o i i e e b i e o i b i e o i i e e i i e o e i e o e ol e o e ol o o

ACTCCTCCACTGAT GTTCACCTCCA
ACTCCTCCACTGAT GTTCAACTCCA
ACTCCTCCACTGAT GTTCAGCTCCA
ACTCCTCCACTGAT GTTCACCTCCA

EFEEELT XX XL FTXETLTETEETE L FE %

Figura 2 - Alinhamento das sequéncias (ClustalW) do gene do hormdnio das 4
linhagens de codornas. Em negrito a regido correspondente ao éxon 1. Abaixo do
alinhamento, os asteriscos indicam que as bases sdo iguais em todas as linhagens.
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A andlise de restricio destes polimorfismos, realizada em banco de dados,

resultou em um grande nimero de enzimas que poderdo ser utilizadas para estudos de

associagoes (Tabela 1).

Tabela 1- Polimorfismos encontrados entre as linhagens de codornas (Coturnix japonica).

Posicao Regido Polimorfismo Enzimas sugeridas

35e37 Promotor G/A e delegdo de C BshNI, Acyl, Eco1301, Haell
143 Promotor Insercdo (G) Hphl, Alul, BsmAl, Taql
153 Promotor Transi¢ao (T/C) Cac8l, BspMI

191 5°'UTR Transi¢do (C/T) Alw26l, BsmAl

245 Intron 1 Transi¢do (T/C) Alul, Pvull, Mwol

259 Intron 1 Transicao (G/A) Sem sugestdo

349 Intron 1 Transversido (C/A) Sau3Al, Ndell, Mbol, Dpnl
419 Intron 1 Transversido (C/A) Hphl, Msel, Tru91, Trull
428 fntron 1 Insercdo (C) EcoNl, Bsll, BsiY1, Bsc4l
439/441/445 Intron 1 Transicdes e transversdes Alul, Bst711, Bbvl, BspMI
479 Intron 1 Transicio (G/A) Sem sugestdo

483/489 Intron 1 Transi¢do (T/C) Maelll, AlwNI

530 Intron 1 Transi¢do (C/T) BseDl, Bsall, BstDEI, Ddel
590 Intron 1 Transversao (T/A) Bfal, Mael

610 Intron 1 Transicio (A/G) Sem sugestdo

680 Intron 1 Transversao (C/A) e Hphl, Mnll, Cvill, Alui

Transi¢do (C/G)

Com relagdo a unica regido codificadora do fragmento analisado, a maior parte do
éxon 1 constitui sequéncia 5’UTR, onde foi identificada uma transi¢cdo de base T/C
(posi¢ao 191) entre as linhagens de codorna, tnico polimorfismo observado neste éxon.
A transicdo observada nesta regido pode ser identificada pelas enzimas Alw26l e
BsmAl, que reconhecem o alelo C. Este polimorfismo pode ser ttil para estudos de
associagdes genéticas, visto que em bovinos um polimorfismo observado na regiao
5’UTR do GH foi correlacionado significativamente com rendimento de carcaca
(Cheong et al., 2006). No final do éxon 1, sdo codificados apenas trés aminodcidos:
metionina, alanina e prolina (MAP), correspondendo aos 3 primeiros aminodcidos da
sequéncia sinal do hormoénio do crescimento. Holland et al. (2001) sugerem que
polimorfismos dentro das regides 5’UTR e éxons tem efeito sobre a adaptacdo de uma
determinada espécie, talvez devido a estabilizagdo e transporte do RNA mensageiro.

Deste modo pequenas variagdes em regides nao codificadores podem ter efeito, mesmo
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que pequeno, na adaptacdo do animal. Neste sentido, polimorfismos nestas regides
necessitam de mais estudos para levantamento de sua frequéncia entre codornas e
possiveis relacdes com caracteristicas produtivas para avaliar seu potencial de
utilizagdo.

Efeitos significativos de polimorfismos na regido 5"'UTR foram observados por
Cheong et al. (2006) sobre o peso da carcaca fria e area de olho de lombo em bovinos.
As regides UTRs estdo envolvidas com a regulagdo dos processos pds-transcricionais,
controlando a localizacdo, estabilidade, iniciacdo e eficiéncia da sintese proteica. Os
eventos pos-transcricionais t€ém papel importante, entretanto, pouco conhecido (Conklin
et al., 2002).

Holland et al. (2001), estudaram a diversidade genética em introns, éxons e
regides promotoras de genes em algumas espécies vegetais cultivadas e detectaram um
grande nivel de sequéncias polimérficas em regides ndo codificadoras de genes. Os
autores discutem que sequéncias promotoras € intronicas nao sdo necessariamente
seletivamente neutras em todos os casos. Laurie & Stam (1994) observaram que
polimorfismo dentro de um intron do gene do dlcool desidrogenase em Drosophila
melanogaster tem um efeito na quantidade de proteina presente. Isto sugere que
algumas variagdes dentro das regides nio codificadoras t€ém implicacdes no fenétipo do
animal, constituindo em marcadores com potencial para a selecdo de espécies, desde
que verificada sua parcela na determinagao do fenétipo.

Alguns polimorfismos que ndo modificam a sequéncia de aminodcidos da proteina
e ndo interfiram em sitios de splicing podem ser uteis na selecdo de animais portadores
de caracteristicas de interesse, como relatado em Pareek et al., (2008) ao estudar um
polimorfismo no intron 4 do gene da osteopontina. Ao analisar alguns casos de
associagdo, pode-se supor simplesmente que estes polimorfismos podem estar marcando
um haplétipo especifico e por este motivo podem ser utilizados para esta finalidade.

Embora as variacdes sejam de apenas uma dnica base, esses polimorfismos podem
representar grande efeito nas caracteristicas produtivas. Laere et al. (2003) mostraram
que um locus de caracteristica quantitativa (QTL) para crescimento muscular em suinos
estava associado a uma substitui¢do de um unico nucleotideo no intron 3 do gene IGF?2
(insulin-like factor 2). Trés SNPs foram identificados em galinhas nos genes IGFI e
IGF?2 associados com o crescimento € o consumo de ra¢do (Amills et al., 2003). SNPs
localizado no intron 4 do GH da galinha também foi associado a taxa de gordura

abdominal e peso do peito (Yan et al., 2003). Kansaku et al. (2003) estudando a mesma
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regido do GH avaliada neste trabalho, encontrou associacdo significativa de SNPs a

producdo de ovos em galinhas.
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Conclusao

As quatro sequéncias nucleotidicas referentes a um fragmento do gene do
hormoénio do crescimento em codorna (Coturnix japonica), apresentou 85% de
identidade com a mesma regido génica de frangos (Gallus gallus) e compreende a
regido promotora, exon 1 e parte do intron 1.

A comparacdo das quatro sequéncias geradas, referentes a 4 linhagens de codorna,
sendo 3 de postura e uma de corte, possibilitou identificar polimorfismos entre as
linhagens e dentro das linhagens. Foram encontrados quatro polimorfismos na regido
promotora, 1 polimorfismo no éxon 1 (5’URT) e 15 polimorfismos no intron 1. Todos

com potencial para exploracdo na busca por marcadores de caracteristicas de interesse.
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IV. ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO NO GENE DO
HORMONIO DO CRESCIMENTO E CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO E CARCACA EM CODORNAS

Resumo: O hormoénio do crescimento (GH) possui papel fundamental no
desenvolvimento das aves, afeta a producdo de ovos e participa no desenvolvimento
O0sseo e muscular esquelético, estimulando o crescimento muscular, sendo um gene
candidato muito estudado. Em varias espécies, polimorfismos t€ém sido identificados no
gene do GH e associados a caracteristicas de interesse. Portanto, o presente trabalho
teve como objetivo detectar polimorfismos no gene do GH em codornas, utilizando a
técnica de PCR-RFLP e associar os polimorfismos a caracteristicas de desempenho e
carcaca. Para isso, 200 codornas (Coturnix japonica), pertencentes a dois grupos
genéticos (linhagem de corte e cruzamento entre postura x corte) foram analisadas. Com
a utilizacdo da enzima Pyvull, foram obtidos trés gendtipos (C/C, C/T, e T/T) para o
polimorfismo T—C. A linhagem de corte apresentou os trés gendtipos, sendo que a
maior frequéncia foi observada para o heterozigoto (C/T), 48,52%, enquanto o
cruzamento apresentou apenas dois genoétipos (C/C,C/T ). A andlise de variancia
revelou associagdo significativa entre os gendtipos marcadores (GH-Pvull) e o RP para
machos do cruzamento, com maior média para o genétipo C/C (41,05 g + 2,35%). Neste
estudo observou-se também, efeito do gendtipo marcador (GH-Pvull) sobre as
caracteristicas H e UH, sendo o gendtipo C/C o que apresentou maior média para as

caracteristicas (5,64 + 0,71 mm e 94,66 + 3,26, respectivamente).

Termos para indexacgdo: Coturnix japonica, GH, SNPs, PCR-RFLP, polimorfismo.
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Association among the growth hormone gene polymorphism and carcass traits
performance in quails

Abstract: The growth hormone (GH) plays a fundamental role on the development of
birds. The GH affects egg production and participates on the development of bone and
skeletal muscle, stimulating muscle growth, thus making GH a very well studied
candidate gene. On many species, polymorphisms have been identified in the GH gene
and have been associated to characteristics of interest. Therefore, the present work had
the objective of detecting GH gene polymorphisms in quails, using the PCR-RFLP
technique and to associate these polymorphisms to performance and carcass traits. For
this, 200 quails (Coturnix japonica), belonging to two genetic groups (broiler lineage
and crossing between layer x broiler lineages) were analyzed. Using the Pvull enzyme,
three genotypes where found (C/C, C/T and T/T) for the T—C polymorphism. The
broiler lineage presented the three distinct genotypes and the higheest frequency was
observed for the heterozygote (C/T), 48.52%, while the crossing lineage presented only
two genotypes (C/C, C/T). The variance analysis revealed significant association
between marking genotypes (GH-Pvu II) and the RP on the males of the crossing
lineage, with the highest average for the genotype C/C (41.05 g + 2.35%). On this
study were also observed the effects of the marking genotype (GH-Pvull) on the
characteristics H and UH, being the genotype C/C the one that presented the highest
average for the characteristics (5.64 £ 0,71 mm e 94.66 + 3,26, respectively).

Index Terms: Coturnix japonica, GH, SNPs, PCR-RFLP, polymorphism.
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Introducao

O hormodnio do crescimento (GH) é uma molécula proteica, composta por 191
aminodcidos e secretados pela hipéfise anterior, possui papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento de aves e de muitos outros animais, pois influencia
diretamente varios parametros fisiolgicos, tais como crescimento e reproducao (Ip et
al., 2001).

O GH também afeta a producdo de ovos e estd envolvido com a resisténcia a
doencas (Kuhnlein et al., 1997), participa no desenvolvimento dsseo, além de modular a
particdo de nutrientes entre os tecidos adiposo e muscular esquelético, estimulando o
crescimento muscular e reduzindo a deposi¢dao de gordura na carcaca, sendo um gene
candidato muito estudado.

A estrutura gendmica do gene do GH tem sido estudada em diferentes animais, e
tem se mostrado bastante similar entre as espécies. Em frangos, o gene GH foi
primeiramente isolado e sequenciado por Lamb et al. (1988), e a partir de entdo, vérios
outros autores estudaram amplamente este gene. Tanaka et al. (1992) clonaram e
sequenciaram o gene GH em galinhas (Gallus gallus) (gGH), e concluiram que o
mesmo possuia tamanho aproximado a 4.100 pares de bases (pb) e era composto por
cinco éxons e quatro introns. Entretanto, o tamanho do gene gGH era significativamente
maior que o gene andlogo em mamiferos, por causa do tamanho dos introns, ser bem
maior nas aves.

Em um grande niimero de espécies, polimorfismos t€m sido identificados neste
gene e associados a caracteristicas de interesse econdmico. Em suinos os polimorfismos
foram associados a performace e caracteristicas de carcagca (Franco et al., 2005), em
bovinos foi associado a producdo de leite (Lucy ef al., 1993) e com caracteristicas
reprodutivas (Lechniak, 2003), em peixes foi associado com peso de filé e rendimento
de carcaga (Blanck, 2008, dados nao publicados).

A maioria dos polimorfismos encontrados no GH de frangos estd localizada em
regides de introns, podendo ser identificados por vdrias metodologias, tais como:
RFLPs, SSCP e sequenciamento. Estudos com frango de corte utilizando RFLP,
mostraram que o gene GH € altamente polimoérfico nas regides de introns, e seus alelos
j& identificados possivelmente estdo associados a gordura abdominal (Fotouhi et al.,

1993), producgdo de ovos (Ip et al., 2001) e ganho de peso (Nie et al, 2002).
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Tanaka et al. (1995), encontraram um fragmento adicional de 197 pb, localizado
no intron 1. Mou (1995) também sequenciou o gene gGH e encontrou o mesmo
fragmento adicional, na posi¢do 308 no intron 1. Outros autores também encontraram
polimorfismos neste gene, Fotouhi et al. (1993) identificaram quatro sitios RFLPs, um
para Sacl e trés para Mspl, estes ultimos localizados no introns 1, 2 e 4. Nie et al.
(2002) detectaram uma delecao de 50 pb no intron 4 em frangos nativos chineses e trés
anos depois (Nie et al, 2005), identificaram 46 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism), sendo que 36 estavam localizados em introns.

A detec¢do de polimorfismos usando SSCP e sequenciamento € relativamente
dificil e possuem pardmetros limitantes tais como o tamanho da regido estudada,
quantidade de sequéncias analisadas, custo da técnica empregada, restringindo sua
utilizacdo comercial em larga escala. Sob este aspecto, o presente trabalho teve como
objetivo detectar polimorfismos no gene do GH em codornas utilizando a técnica de

PCR-RFLP e associar os polimorfismos a caracteristicas de desempenho e carcaca.
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Materiais e Métodos

Foram utilizadas 200 codornas (Coturnix japonica), pertencentes a dois grupos
genéticos, sendo 100 codornas da linhagem de corte e 100 codornas obtidas pelo
cruzamento entre a linhagem de corte (EU515189) e linhagem de postura (EU515188),
pertencentes ao programa de desenvolvimento de linhagens de codornas da
Universidade Estadual de Maringd — PR, alojadas na Fazenda Experimental Iguatemi —
UEM.

Os animais com um dia de idade foram alojados em galpdo convencional,
disposto no sentido leste-oeste, com cobertura de telha francesa, piso de concreto e
paredes laterais de alvenaria com 0,50m de altura, completadas com tela de arame até o
telhado. O galpdo € dividido em boxes de 2,5 m”.

A racdo utilizada foi formulada, de acordo com o NRC (1994), com 28 % de
proteina bruta com nivel energético de 2.900 Kcal de Energia Metabolizdvel (EM) por
Kg de racdo. Os comedouros utilizados foram do tipo bandeja até aos 10 dias, sendo
substituido por comedouros pendulares, e os bebedouros utilizados foram tipo infantil
até aos 10 dias, sendo substituidos por bebedouros pendulares. O fornecimento de dgua
e racdo para as codornas foi ad libitum por todo o periodo experimental. O manejo geral
foi realizado de acordo com Albino (2003).

Aos 28 dias de idade, as aves foram separadas por sexo. As fémeas foram alojadas
em gaiolas individuais e os machos foram abatidos. Estas fémeas tiveram suas
produgdes totais e parciais monitoradas durante 120 dias, foram coletados os ovos de
cada fémea aos 90 dias, dos quais foram anotados o peso do ovo, espessura de casca e
altura de albumen. A qualidade interna do ovo foi medida, pela unidade “Haugh”, por

meio da féormula:

J GBOW*7 —100)

UH = 100 log [H - +1,9]

100

em que: H = altura de albimen (milimetros); G = constante gravitacional de valor 32; W
= peso do ovo (gramas) (Brant et al.; 1951).

O abate dos machos foi realizado por meio de deslocamento cervical. Estes foram
pesados no inicio e no final do periodo experimental (38 dias), avaliando-se ganho de

peso, rendimento das carcagas inteiras e rendimento dos cortes nobres (coxa +
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sobrecoxa e peito). Os dados foram utilizados para a obtencdo de estimativas de
correlagdes entre gendtipo e fendtipo.

Para a caracterizagdo das variantes genéticas foram utilizadas 200 amostras de
sangue, correspondentes as codornas ja mencionadas. As amostras de sangue, com
aproximadamente 500 puL, foram coletados da circulacdo periférica (veia braquial),
estocado em papel de alta absor¢do e armazenado a temperatura ambiente.

Isolamento do DNA:

O DNA gendmico foi obtido das células sanguineas retidas no papel absorvente
pela adi¢cdo de 500 uL de tampdo contendo cetyl trimethylammonium bromide (CTAB)
em tubos de 1,5 mL. As amostras foram mantidas por uma hora em banho-maria a 65°C,
com agitacdes ocasionais. Em seguida, o material extraido foi deixado a temperatura
ambiente por alguns minutos para resfriamento, quando foram adicionados 500 uL de
cloroférmio e dlcool isoamilico (24:1) acompanhado por agitacdo. Apds a centrifugacdo
por 15 minutos a 1.3000 g, o sobrenadante foi transferido para tubos a precipitacdo do
DNA foi realizada com a adi¢do de 250 uL de isopropanol, seguido por resfriamento a
4°C durante 30 minutos. Logo apés o DNA precipitado foi centrifugado a 1.3000 g por
30 minutos, o pellet foi entdo lavado por duas vezes em etanol 75% e, apds evaporagao,
o DNA foi dissolvido em tampao TE (Tris-HCL 10mM, pH 7.4 e EDTA ImM, pH 8) e
quantificado a 260 nm e 280 nm. Este protocolo foi desenvolvido a partir do protocolo
proposto por Murray e Thompson (1980).

Para amplificagdo do gene do hormoénio do crescimento, foi utilizado o par de
primers desenhado por Kuhnlein et al. (1997) 5’-ATCCCCAGGCAAACATCCTC-3’ e
5’-CCTCGACATCCAGCTCACAT-3’. O sistema de amplificacdo foi composto de
0,85 uM de primers, 0,3 mM de dNTPs, 1 unidade de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de
MgCl,, 4gua ultrapura e DNA gendmico, em um volume final de 15 pL. O programa de
amplificacdo utilizado foi de desnaturacdo inicial a 94°C por dois minutos; 35 ciclos, de
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 63°C e 45 segundo a 72°C; e um passo final de
extensdo a 72°C por sete minutos.

Apdés a amplificacdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% e corado com nitrato de prata. Este procedimento permitiu verificar
se cada fragmento de DNA foi suficiente e especificamente amplificado. Os fragmentos
de DNA que foram adequadamente amplificados foram clivados com enzimas de

restricao Pvull (Invitrogen), para detec¢do dos polimorfismos. Apds a clivagem, nova
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andlise foi realizada em eletroforese em gel de poliacrilamida. Esta andlise permitiu
identificar animais portadores ou nao de polimorfismos genéticos para o gene analisado.

Andlise estatistica:

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

Fémeas: peso vivo (PV), peso aos 7 dias (P7), peso aos 14 dias (P14), peso aos 21
dias (P21), peso aos 28 dias (P28), nimero de ovos (NO), peso do ovo (PO), altura de
albumen (H), Unidade Haugh (UH) e espessura da casca (EC).

Machos: peso vivo (PV), peso aos 7 dias (P7), peso aos 14 dias (P14), peso aos 21
dias (P21), peso aos 28 dias (P28), peso aos 38 dias (P38), peso da carcaca (PC),
rendimento de carcaca (RC), peso do peito (PP), rendimento de peito (RP), peso de coxa
+ sobrecoxa (PCS) e rendimento de coxa + sobrecoxa (RCS).

Os dados foram analisados através do procedimento GLM do SAS. As varidveis
avaliadas foram analisadas de acordo com o modelo:

y = u+L+G+S+(LxG)+(GxS)+e
em que: y = valor observado para as caracteristicas de desempenho e carcaca; pu = média
geral ou constante; L = efeito fixo do grupo genético; G = efeito fixo associado a cada
gendtipo; S = efeito fixo do sexo; LxG = interagd@o entre grupo genético e genotipo; GxS
= interagd@o entre gendtipo e sexo; e = erro aleatdrio.

As interacdes quando ndo significativas foram retiradas das andlises. As médias

das varidveis foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Resultados

Fragmentos de 776 pb foram obtidos através da amplificacdo de parte do gene do
hormoénio de crescimento (GH) em dois grupos genéticos de codorna, um composto por
uma linhagem de corte e outro composto pelo cruzamento entre uma linhagem de corte

e de postura. Apds a amplificacdo, os fragmentos foram submetidos a clivagem com a

enzima de restricdo Pvull, que reconhece a sequéncia 5’...CAGVCTG...3’ como seu
sitio de corte, localizado do intron 1 do gene GH de codorna. Esta enzima foi
selecionada com base no sequenciamento do gene do GH realizado por esta equipe em
quatro linhagens de codornas, que revelou um polimorfismo (T/C) entre e dentro da
linhagem vermelha (n° de acesso no GenBank: EU515188).

Com a utilizacdo da Pvull, os produtos da PCR foram digeridos em dois
fragmentos de aproximadamente 500 pb e 270 pb. Foram obtidos trés gendtipos, C/C
(homozigotos para corte), C/T (heterozigoto para corte) e T/T (homozigoto para ndo
corte). A linhagem de corte apresentou os trés gendtipos, 42 animais C/C, 47 animais
C/T e 4 T/T, enquanto o cruzamento apresentou apenas dois genétipos, 48 animais C/C
e 47 animais C/T.

O polimorfismo da Pvull foi correlacionado com caracteristicas de desempenho e
carcaca de machos e fémeas. Ao considerar o PV em funcdo da idade e dos genétipos
para a linhagem de corte e para o cruzamento (Figura 2 a e b), observou-se que o
genotipo T/T, foi o que apresentou maior peso em todas as idades para o corte. No
entanto, genodtipo T/T foi excluido das andlises estatisticas em virtude do baixo nimero

de observacdes.
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Figura2- a) Peso vivo (g) de codornas da linhagem de corte considerando as diferentes idades de pesagens

e os gendtipos GH-Pvull. b) Peso vivo (g) do cruzamento entre as linhagens de codornas de corte e
postura considerando as diferentes idades de pesagens e os gen6tipos GH-Pvull.
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Para P7, P14, P21 e P28 nao foram observadas diferencas significativas para os
dois gendtipos analisados (C/C,C/T). Considerando os grupos genéticos, foi encontrada
diferenca significativa apenas para P28, no qual a linhagem de corte apresentou maior
média de peso, 149,90 + 44,22 g. Com relagdo ao sexo foi verificada diferenca

significativa para todos os dados de pesagens (Tabela 1).

Tabela.1- Médias e desvio-padrdes dos gendtipos GH-Pvull, linhagem de corte e cruzamento postura x
corte de ambos os sexos de codornas.

Gendtipos GH-Pvull Grupos genéticos Sexo
" Linhagem de Cruzamento
Idades C/C (95) C/T- (97) postura x corte Macho (92) Fémea (100)
corte (94) 98)
P7 25,09 + 5,07 25,50 + 6,05 25,29 + 6,07 25,31 + 5,09 23,97 + 5,60° 26,74 +5,23*
P14 57,18 + 15,37 57,02 + 17,79 56,55 + 22,30 57,62 + 8,06 48,23 + 14,82° 66,74 + 12,59*
P21 101,62 + 25,75 101,48 + 26,67 100,90 + 35,24 102,18 + 12,46 87,95 +24,35" 116,34 + 19,14*

P28 145,51 + 32,63 145,80 + 33,94 149,90 + 44,22* 141,58 + 16,20 130,20 + 30,58" 162,46 + 27,38

*() = nimero de animais analisados; Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Na Tabela 2, sdo apresentados os dados referentes a caracteristicas de postura,
onde é possivel observar que houve interacao significativa entre os grupos genéticos,
para a caracteristica NO, portanto, a interacdo foi desdobrada e estd apresentada na

Tabela 3.

Tabela 2 — Médias e desvio-padrdo para nimero de ovos, peso do ovo, altura de alblimen e espessura da
casca de ovos de codornas de dois grupos genéticos e dois gendtipos para GH-Pyull.

Grupo genético

Linhagem de Corte Cruzamento postura x corte
Gendtipos
C/C Pvull C/T Pyull C/C Pvull C/T Pyull

Numero de ovos 114,90 + 26,62* 95,57 +30,57° 107,38 + 17,67% 109,75 +20,61*
Peso dos ovos (g) 13,21 + 1,21 13,03 + 1,10 12,04 + 0,66 11,83 + 1,13
Altura de albimen (mm) 5,85 + 0,69 5,59 + 0,67 5,43 + 0,66 5,21 +0,67
UH* 95,35 +3,23 94,15+ 3,16 94,00 + 3,16 93,00 + 3,59
Espessura de casca (mm) 0,22 + 0,017 0,21 + 0,016 0,22 + 0,014 0,21 + 0,010

* Unidade Haugh
Letras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Com o desdobrando da interacdo foi possivel observar que houve diferencas
significativas para PO, H e UH entre os grupos genéticos, estando a linhagem de corte
com as maiores médias, 13,12 + 1,15 g, 5,72 + 0,698 mm e 82,07 £ 445,
respectivamente. Levando em consideragdo o gendtipo dos individuos, foi observada
diferenca significativa para as caracteristicas, NO, H e UH, destacando o genétipo C/C

como mais produtivo.
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Tabela 3 — Médias e desvio-padrdo para nimero de ovos, peso do ovo (g), altura de alblimen (mm), Unidade
Haugh e espessura da casca de ovos (mm) de codornas de dois grupos genéticos e dois gendtipos para GH-
Pyull.

Caracteristicas

Ntmero de ovos Peso dos ovos Altura de albimen UH* Espessura de
(g) (mm) casca (mm)
Grupo Corte (92)" 104,89 + 26,62 13,12 +1,15% 5,72 +0,69° 82,07 + 4,45° 0,22 +0,018
Genético Cruzamento (96) 108,56 + 19,56 11,94 +0,93 5,32 +0,67° 79,76 + 4,71° 0,22 + 0,013
Gendtipo C/C (94) 110,72 + 18,02: 12,62 + 1,13 5,64 + 0,71: 94,66 + 3,26: 0,22 + 0,017
C/T (94) 102,81 + 26,79 12,42 + 1,27 5,39 + 0,69 93,57 +3,41 0,21 +0,013

CV(%) 20,84 8,38 12,22 5,40 7,04

* Unidade Haugh; **() Numero de observagdes
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Para os machos, as caracteristicas de produgdo e rendimento de carcaga sdo
apresentados na Tabela 4, sendo observada diferenca significativa para PP, entre os
genétipos da linhagem de corte, destacando o genétipo C/T por apresentar menor

média, 39,5 +2,03 g.

Tabela 4 — Médias, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo para peso aos 38 dias (g), peso da carcaca (g),
rendimento de carcaca (%), peso do peito (g), rendimento de peito (%), peso de coxa + sobrecoxa (g) e
rendimento de coxa + sobrecoxa (%) nos dois grupos genéticos e dois gendtipos para GH-Pvull em
macho de codorna.

Grupo genético

Linhagem de corte Cruzamento postura X corte

Genoétipos GH-Pvull

Caracteristicas C/C C/T C/C C/T CV%

Peso aos 38 dias(g) 17236 443,57 17028+41,57 156,65 +33,55  14905+3489 277
Peso da carcaca (g) 114,63 + 31,89 112,28 + 30,11 106,73 + 22,80 100,75 + 26,33 25,73
Rendimento da carcaga (%) 66,80 + 13,24 65,80 +4,72 68,15 +2,18 67,06 +5,75 1128
Peso do peito (g) 4758 +1506 44,78 + 13,50 41,85 +9,60 4042 + 11,64 28,83
Rendimento de peito (%) 41,05+235°  3950+2,03" 39,12 +226" 39,93 +2,39° 3,66
Peso da o SODIECOXA 6164716 26024648 25654559 2496 +646 >0
Re“dhs“:g:cgi:oxa * 22,89 + 1,08 2331 +121 24,14 +2.21 24,83 +1,11 6,29

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Os gendtipos identificados como CC, C/T e T/T apresentaram frequéncias iguais a

44,55%, 48,52 e 6,93%, respectivamente, para a linhagem de corte. Para o cruzamento
entre as linhagens de corte e postura, ndo foi observada a presenca do genétipo T/T e as

frequéncias para os gendtipos C/C e C/T foram 51,02% e 48,98%.
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Discussao

Os estudos de associacdes de polimorfismos observados em genes candidatos e
caracteristicas produtivas proporcionam maior entendimento do efeito dos genes sobre a
expressao fenotipica. O GH tem sido muito utilizado como gene alvo em trabalhos de
associacdo de variantes alélicas com caracteristicas quantitativas em aves (Ip et al.,
2001; Yan et al., 2003; Lei et al., 2007) e em outros amimais (Lagziel ef al., 1999;
Lechniak at al., 1999). Este interesse se justifica em razdo deste gene fazer parte dos
genes do eixo somatotréfico e estar envolvido em uma grande variedade de pardmetros
fisiolégicos de interesse econdmico.

O polimorfismo detectado no gene do GH de codorna através do sequenciamento,
foi confirmado com o uso da enzima Pvull, que reconhece a mutagdo T—C, localizado
no intron 1, gerando trés genétipos distintos. Na linhagem de corte verificou-se a
presenca dos trés, sendo que a maior frequéncia foi observada para o heterozigoto (C/T)
(48,52%). No cruzamento o gendtipo T/T ndo foi encontrado. Dado a auséncia do
genétipo T/T no cruzamento entre as linhagens de corte e postura e os valores
observados na linhagem de corte, pode-se inferir que a frequéncia do alelo C € baixa na
linhagem de postura. Sua presenca apenas na linhagem de corte, pode estar associada a
selecdo, uma vez que as médias de pesos nas diferentes idades foram maiores para o
genoétipo T/T, embora estatisticamente esse fato ndo pode ser confirmado.

A andlise de variancia revelou associacdo significativa entre os genotipos
marcadores com as caracteristicas NO, H, UH entre as fémeas e RP para machos do
cruzamento. A maior média entre os dois gendtipos considerados nas andlises para RP
foi observado para o genétipo C/C (41,05 + 2,35%). Talvez a retirada o genétipo T/T
das andlises, em virtude da pouca representatividade possa ter interferido no resultado,
sendo, desta forma, necessdria a genotipagem de um maior nimero de animais ou 0 uso
de outras metodologias de andlises de dados para confirmacao dos resultados.

Uma mutacdo de C—T no intron 4 do GH de galinha também foi associada
significativamente com a taxa de crescimento de peito em frangos (Yan et al., 2003).
Polimorfismos em introns no gene do GH em aves Leghorn, verificados com uso da
técnica de RFLP e as enzimas Mspl e Sacl, apresentaram efeito significativo sobre a
producdo de ovos e resisténcia a doengas (Kuhnlein et al., 1997) e contetido de gordura
abdominal (Fotouhi et al., 1993). Mutagdes em outros genes do eixo somatotréfico ou

proximos a eles, como o IGF-I, também foram associadas a diferencas no peso,
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espessura da casca do ovo (Nagajara et al., 2000), peso corporal e gordura abdominal
em galinhas (Feng et al., 1997).

Embora pouco ainda se saiba a respeito das interacdes que podem ocorrer entre os
SNPs, a busca pela sua localizac¢do e a identificacdo de enzimas que reconhecem essas
variagOes sdo etapas iniciais e de importancia fundamental para o avanco das pesquisas.

Atualmente muitos SNPs tém sido identificados e seus alelos associados a
caracteristicas de desempenho e carcaca em aves. Lei et al. (2008) estudando associagcao
de hapldtipos em aves envolvendo seis SNPs no IGF-1, verificaram para uma das
combinacdes de SNPs, efeito significativo para peso da carcaga eviscerada, peso vivo
aos 28, 35 e 56 dias de idade. Os genes GH, seu receptor e o IGF-1 possuem
caracteristicas conservadas entre as espécies, entretanto, muita diversidade de
nucleotideos tem sido observada nas suas sequéncias, € em aves parece existir uma
grande incidéncia de SNPs e outros polimorfismos.

Neste estudo observou-se efeito do gendtipo marcador (GH-Pvull) sobre as
caracteristicas altura de albimen (H) e unidade Haugh (UH), sendo o genétipo C/C o
que apresentou maior média para as duas caracteristicas (5,64+0,71 mm e 94,66+3,26,
respectivamente). Na literatura ndo foram encontrados relatos de associagdo de SNPs no
gene do GH de codorna envolvendo essas caracteristicas. Ressalta-se que dentre as
caracteristicas analisadas neste estudo, as maiores médias verificadas com relacdo ao
peso do ovo ocorreram nos genétipos C/C (12,62+1,13 g), embora estas diferencas nao
tenham sido significativas, estando esta caracteristica significativamente relacionada ao
grupo genético, sendo mais pesados os ovos da linhagem de corte, o que pode estar
relacionado ao maior peso corporal. Trabalhos de associacdo entre SNPs no GH e
caracteristicas de interesse econdmico em aves € em outros animais auxiliam na
varredura de polimorfismos dentro de genes candidatos tentando encontrar variacdes
favordveis que poderiam ser utilizadas em programas de selecdo. Existem vérios
resultados, semelhantes ou divergentes quando se trata de estudos de associacdes de
SNPs e caracteristicas quantitativas no GH e em outros genes. Na maioria das vezes
cada autor elege uma regido do gene que deseja estudar e avalia seus polimorfismos,
separadamente ou em composicdes de haplotipos, desta maneira muitas informagdes se
acumulam, e os SNPs mais promissores poderdo ser investigados em diferentes

populacdes, sob diferentes condicdes ambientais.
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Conclusao

Foi verificado associacdo do polimorfismo GH-Pvull com algumas caracteristicas
de desempenho e carcaca nas linhagens estudadas, como nimero de ovos, altura de
albimen e unidade de Haugh, sendo maiores no genétipo C/C. Entretanto, as duas
ultimas caracteristicas também sdo significativamente influenciadas pelo grupo genético
e o peso do ovo foi significativamente mais pesado na linhagem de -corte,
provavelmente por estar correlacionado ao maior tamanho das aves. Essa associacdo é
indicativo de que alteragdes na sequéncia de nucleotideos, mesmo que em regides de
introns, podem alterar a expressao do gene GH em codornas ou estar marcando algum
haplétipo especifico, com as melhores combinagdes gé€nicas para uma determinada
caracteristica. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar o real efeito superior do

genotipo T/T, observado nesse experimento apenas na linhagem de corte.
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e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.A ordenacdo do artigo
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Nomes dos autores

* Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por
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ardbico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a respectiva chamada
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* Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢des, conjungdes e
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* Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.
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Resultados e Discussao
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* As tabelas e figuras sdo citadas seqiiencialmente.
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aos apresentados por outros autores.
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* Nao deve conter afirmacdes que nao possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
préprio trabalho ou por outros trabalhos citados.
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agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
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'http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&ano=2004.
Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

* Nao s@o aceitas citacdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

* A autocitacdo deve ser evitada.
Redacdo das citacoes dentro de parénteses

* Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido de
virgula e ano de publicagao.

* Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagao.

* Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maitscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de

publicagdo.

* Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

* Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes nao devem ser
repetidos; colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

* Citacdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original,
seguido da expressdo "citado por" e da citacdo da obra consultada.

* Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretagdo; no caso
de uso de citagdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

Redacdo das citagées fora de parénteses

* Citacdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Foérmulas, expressoes e equacoes matematicas
* Formulas, expressdes, simbolos ou equagdes matematicas, escritas no editor de
equagdes do programa Word, devem ser enviadas também em arquivos separados, no

programa Corel Draw, gravadas com extensdao CDR.

* No texto, devem ser iniciadas a margem esquerda da pédgina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

* Nao devem apresentar letras em itdlico ou negrito.
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Tabelas

* As tabelas devem ser numeradas seqiliencialmente, com algarismo ardbico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds referéncias.

* Devem ser auto-explicativas.

* Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

* Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliogréficas.

* O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

* No cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

* Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

* Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

* Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-
rodapé explicativa.

* Na comparagao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras mintsculas ou maidsculas, com a indicacdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

* Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o contetido dos elementos complementares.

* Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo
usar fios verticais.

* As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Pardgrafo.

Notas de rodapé das tabelas

* Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.
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* Notas de chamada: sdo informacdes de cardter especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na
coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha,
separadas por ponto.

* Para indicacdo de significincia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ™ (ndo-significativo); * e ** (significativo a
5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

* Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar
o texto.

* S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessdrias a
documentagao dos fatos descritos.

* O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arébico, e do ponto, em negrito.

* Devem ser auto-explicativas.

* A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

* Nos gréaficos, as designagdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maitsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

* Figuras nao-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

* O crédito para o autor de fotografias € obrigatorio, como também € obrigatério o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboragao.

* As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras
devem ser padronizados.

* Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

* Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

* As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informagdes que comprometa o entendimento do grafico.

* Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessdria a boa reproducao
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.
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* Devem ser gravadas no programa Word, Excel ou Corel Draw (extensio CDR), para
possibilitar a edicdo em possiveis correcoes.

* Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

* No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e
100%, para cinco varidveis).

* Nao usar negrito nas figuras.

* As figuras na forma de fotografias devem ter resolucao de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

* Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
NOTAS CIENTIFICAS

* Notas cientificas sdo breves comunicacgdes, cuja publica¢do imediata € justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

APRESENTACAO DE NOTAS CIENTI{FICAS

* A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexagdo, titulo em
inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introdugdo, material e
métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e
figuras.

As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,
exceto nos seguintes casos:

* Resumo com 100 palavras, no maximo.

* Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

* deve apresentar, no mdximo, 15 r eferéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).
NOVAS CULTIVARES

* Novas Cultivares s@o breves comunicacdes de cultivares que, depois de testadas e
avaliadas pelo Sistema Nacional de Pesquisa Agropecudria (SNPA), foram superiores as
Jja utilizadas e serdo incluidas na recomendacdo oficial.

APRESENTACAO DE NOVAS CULTIVARES

Deve conter: titulo, autoria (com as chamadas para endereco dos autores), Resumo,
titulo em inglé€s, Abstract, Introdugdo, Caracteristicas da Cultivar, Referéncias, tabelas e

figuras. As normas de apresentacdo de Novas Cultivares sdo as mesmas do Artigo
Cientifico, exceto nos seguintes casos:
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* Resumo com 100 palavras, no maximo.
* Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.
* deve apresentar, no mdximo, 15 r eferéncias e quatro ilustracdes (tabelas e figuras).

* A introdug@o deve apresentar breve histérico do melhoramento da cultura, indicando
as instituicdes envolvidas e as técnicas de cultivo desenvolvidas para superar
determinado problema.

* A expressdo Caracteristicas da Cultivar deve ser digitada em negrito, no centro da
pagina.

* Caracteristicas da Cultivar deve conter os seguintes dados: caracteristicas da planta,
reacdo a doengas, produtividade de vagens e sementes, rendimento de graos,
classificacdo comercial, qualidade nutricional e qualidade industrial, sempre comparado
com as cultivares testemunhas.

OUTRAS INFORMACOES
* Nao ha cobranca de taxa de publicagdo.

* Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

* O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modifica¢des nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagao.

* Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

e Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

*Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231
e 3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos
correios: Embrapa Informacdo Tecnolégica, Pesquisa Agropecuaria Brasileira —
PAB, Caixa Postal 040315, CEP 70770-901 Brasilia, DF.
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Apéndice II: Normas da revista Genetics and Molecular Biology.

Genetics and Molecular Biology (formerly named Revista Brasileira de
Genética/Brazilian Journal of Genetics - ISSN 0100-8455) is published by the
Sociedade Brasileira de Genética (Brazilian Society of Genetics).

The Journal considers contributions that present the results of original research in
genetics, evolution and related scientific disciplines. Although Genetics and Molecular
Biology is an official publication of the Brazilian Society of Genetics, contributors are
not required to be members of the Society. It is a fundamental condition that submitted
manuscripts have not been and will not be published elsewhere. With the acceptance of
a manuscript for publication, the publishers acquire full and exclusive copyright for all
languages and countries.

Manuscripts considered in conformity with the scope of the journal, judged by the
Editor in conjunction with the Editorial Board, are reviewed by the Associate Editor and
two or more external reviewers. Acceptance by the Editor is based on the quality of the
work as substantial contribution to the field and on the overall presentation of the
manuscript.

SUBMISSION OF PAPERS

1. Manuscripts should be submitted to:

Angela M. Vianna-Morgante , Editor-in-Chief Genetics and Molecular Biology By
Postal Address: Rua Capitdo Adelmio Norberto da Silva, 736 14025-670 Ribeirao
Preto, SP — Brazil

Or by Electronic Address: editor@gmb.org.br

2.A submission package sent to the Editorial Office must contain

a) The manuscript that must be submitted by the Corresponding Author, this being the
person who will also check the page proofs, and arranges for the payment of color
illustrations and author’s alteration charges.

b) An accompanying cover letter stating that the data have not being published and are
not under consideration elsewhere, and that all authors have approved the submission of
the manuscript. It must also inform the e-mail addresses of all other authors so that they
can be contacted by the Editorial Office for confirmation of the submission. Possible
conflicts of interest (e.g. due to funding, consultancies) must be disclosed.

¢) An electronic copy of the text, tables and figures, including supplementary material
to be published online only. Formats for text are Word or RTF in Windows platform.
Images in TIFF or JPEG formats should be sent in separate files (For Figures, see
detailed instructions in 3.1.h). Mailed CD-ROMs must be labeled with the first author’s
last name, platform and software.
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d) Manuscripts including photos or any other identifiable data of human subjects must
be accompanied by a copy of the signed consent by the individual or his/her guardian.

Failure to adhere to these guidelines can delay the handling of your contribution and
manuscripts may be returned before being reviewed.

3. Categories of Contribution
3.1. Research Articles

Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type throughout;
formatted to A4 paper with 2.5 cm margins; marked with consecutive line and page
numbers, beginning with the cover page.

The following elements must start on a new page and be ordered as they are listed
below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors’ names (first
name at full length); the authors’ institutional affiliation, including department,
institution, city, state or province and country; different affiliations indicated with
superscript numbers; a short running title of about 35 characters, including spaces; up to
five key words; the corresponding author’s name, postal address, phone and fax
numbers and email address. The corresponding author is the person who submits the
manuscript, checks the page proofs, and arranges for the payment of color illustrations
and author’s alteration charges.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and
summarizes the main results and conclusions of the study. It should not contain
references.

¢) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred to
by authors’ surnames and date of publication; citations with two authors must include
both names; in citations with three or more authors, name the first author and use et
al. List two or more references in the same citation in chronological order, separated by
semi-colons. When two or more works in a citation were published in the same year, list
them alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same
author(s) in a citation, list them chronologically, with the years separated by commas.
(Example: Freire-Maia et al., 1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in
press should be cited. In the case of personal communications or unpublished results, all
contributors must be listed by initials and last name (et al. should not be
used). Numbers: In the text, numbers nine or less must be written out except as part of a
date, a fraction or decimal, a percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals
for numbers larger than nine. Avoid starting a sentence with a number. Binomial
Names: Latin names of genera, species and intraspecific taxa in the text must be printed
in italics; names of orders and families should appear in the Title and also when first
mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources should be listed in the
Internet Resources Section, immediately after the References Section, not in the text.
URLSs for citations of publications in electronic journals should appear in the reference
section
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The text includes the following elements:
Introduction —Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods — Details relevant to the conduct of the study.
Statistical methods should be explained at the end of this section.

Results — Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on
significance of results is appropriate but broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion — The findings of the study should be placed in context of relevant
published data. Ideas presented in other publications should not be discussed solely to
make an exhaustive presentation.

Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the
discussion and includes references to grant support.

e) The References Section:references must be ordered alphabetically by the first author
surname; references with the same first author should be ordered as follows: first, as
single author in chronological order; next, with only one more co-author in alphabetical
order by the second author; and finally followed by references with more than two co-
authors, in chronological order, independent of the second author surnames. In
references with more than 10 authors only the first ten should be listed, followed by et
al. Use standard abbreviations for journal titles as suggested by ISI Web of Knowledge
or PubMed.

Only articles that are published or in press should be included in this section. Works
submitted for publication but not yet accepted, personal communications and
unpublished data must be cited within the text. “Personal communication” refers to
individuals other than the authors of the manuscript being submitted; “unpublished
data” refers to data produced by at least one of the authors of the manuscript being
submitted.

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Chromosoma 7:371-386.

Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal
banding patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X;X;X,X5:X;XoY
sex chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes
of Psilophtalmus and Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol
28:700-709.

Sample book citation:
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Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University
Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation:

Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to
molecular genetics. In: Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical
Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample Electronic Article citation:
Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D, Albertson D, Cardiff RD and Van Dyke T (2004) pRb

inactivation in mammary cells reveals common mechanisms for tumor initiation and
progression in divergent epithelia. Plos Biol 2:194-205.http://www.plosbiology.org .

f) Internet Resources Section

this section should contain a list of URLs referring to data presented in the text,
software programs and other Internet resources used during data processing. Date of
consultation must be stated.

Sample Internet Resource citation :

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
(September 4, 2005)

LEM
Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm (September 4,
2005)

g) Tables: must be inserted at the end of the main text file, each table starting on a new
page. A concise title should be provided above the table. Tables must be numbered
consecutively in Arabic numerals. Each column must have a title in the box head.
Footnotes typed directly below the table should be indicated in lowercase superscript
numbers.

h) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals. Legends should be
typed on a new page that immediately follows the tables. Images should be in TIFF or
JPEG format and provided in separate files. Identify each illustration by the first author
name and the number of the respective figure. Figures in Word, PowerPoint or Excel
format cannot be published. Journal quality reproduction will require grayscale
resolution yielding 300 dpi, color figures should be at 600 dpi. Authors should submit
bitmapped line art at resolution yielding 600-1200 dpi. These resolutions refer to the
output size of the file; if it is anticipated that images will be enlarged or reduced, the
resolutions should be adjusted accordingly. Figures composed of several elements
should be sent as a single panel, obeying the print size definitions of the journal (single
or two columns width). Scanned figures should not be submitted. Color illustration can
be accepted, but authors may be asked to defray the cost.

i) Nomenclature should adhere to current international standards.
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J) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal
to or greater than 50 units must be entered into public databases. The accession number
must be provided and released to the general public together with publication of the
article. Long sequences requiring more than two pages to reproduce will not be
published unless the Editorial decision is that the publication is necessary. Complete
mtDNA sequence will not be published.

k) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials
used for reported studies.

1) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a brief
statement that the institutional review board approved the work and the protocol number
must be provided. For experiments involving human subjects, authors must also include
a statement that informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other
identifiable data are included, a copy of the signed consent must accompany the
manuscript.

m) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for
completeness of a study, but which are too extensive to be included in the published
version, can be submitted as Supplementary Material. This material will be made
available together with the electronic version. In case a manuscript contains such
material, it should be appropriately identified within the text. Supplementary material in
tables should be identified as Table S1, Table S2, etc., in case of figures they should be
named accordingly, Figure S1, Figure S2. For online access, supplementary material
should be in PDF, JPEG or GIFF formats.

In addition, a list of this material should be presented at the end of the manuscript text
file, containing the following statement: Supplementary material - the following online
material is available for this article:

- Table S1 — < short title >

- Figure S1 — < short title >

This material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Present brief observations that do not warrant full-length articles. They should not be
considered preliminary communications. They should be 15 or fewer typed pages in
double spaced 12-point type, including literature cited. They should include an Abstract
no longer than five percent of the paper’s length and no further subdivision with
introduction, material and methods, results and discussion in a single section. Up to two
tables and two figures may be submitted. The title page and reference section format is
that of full-length article.

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political,
social and ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.
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3.4 Review Articles
Review Articles are welcome.
3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines,
for review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories

Accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4.Proofs and Copyright Transfer

Page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page proofs,
apart from printer’s errors, will be charged to the authors. Notes added in proof require
Editorial approval. A form of consent to publish and transfer of copyright will have to
be signed by the corresponding author, also on behalf of any co-authors.

5. Reprints

Reprints are free of charge and provided as a pdf-file.
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