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Introducao

As codornas s&o originarias do norte da Africa, da Europa e da Asia,
pertencendo a familia dos Fasianideos (Fhasianidae) e da subfamilia dos
Perdicinidae, sendo, portanto, da mesma familia das galinhas domeésticas e perdizes
(MINVIELLE, 2004). No cenéario da producao avicola brasileira, durante muitos anos,
a coturnicultura foi considerada como atividade alternativa para pequenos
produtores. Entretanto, em funcdo do potencial dessas, sua exploracdo comercial
cresceu e encontra-se em expansao. Porém, para atingir maior produtividade é
necessario obter material genético de qualidade, para isso, Sao necessarios
programas de melhoramento bem fundamentados (DIONELLO et al.,, 2008). Para
gue estes programas sejam eficientes é necessario que se tenha variabilidade
genética, e esta variabilidade pode ser atualmente identificada com o auxilio dos
marcadores moleculares.

Os marcadores baseados em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase —
Polymerase Chain Reaction) mais amplamente utilizados no melhoramento genético
sdo o0s microssatélites ou STR (Repeticbes curtas em série - Short Tandem
Repeats) e os SNPs (Single nucleotide polymorphisms — polimorfismos de base
anica) (CAIXETA et al.,, 2006). STR sdo marcadores cujos primers possuem
sequéncias conhecidas e flanqueiam as regibes microssatélites. Sdo bastante
abundantes e dispersas ao longo do genoma de eucariotos, sendo muito utilizados
para a analise de vinculo genético, parentesco, endogamia e mapeamento genético,
pois apresentam alto nivel de polimorfismo (CAIXETA et al., 2006; CHAMBERS &
MACAVOY 2000).



Sendo assim, pesquisas que auxiliem na elucidacdo do perfil de grupos
genéticos de codornas, podem auxiliar o coturnicultor na definicdo de matrizes
adequadas para a melhoria do plantel comercial. Neste contexto, 0 objetivo deste
trabalho foi caracterizar a variabilidade genética existente em marcadores de regides
microssatélites desenvolvidos para Coturnix coturnix japonica utilizando, para tanto,
individuos oriundo de um plantel comercial mantido pela Escola de Veterinéria da
Universidade Federal de Goias (UFG).

Material e métodos

Foram utilizados no desenvolvimento do trabalho 96 animais da espécie
Coturnix coturnix japonica, provenientes da Granja Fujikura, Suzano (SP). Destes
animais foram obtidas amostras de sangue com o auxilio de um capilar de vidro.

A coleta dos dados genéticos foi realizada no Laboratério de Genética &
Biodiversidade (Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas) da
UFG. Para tanto, foram realizadas extracdes do DNA das amostras de sangue,
utilizando o protocolo descrito por TAGGART et al. (1992). Posteriormente o DNA foi
quantificado, utilizando como padrdo o marcador de peso molecular Low DNA Mass
Ladder e diluido para a realizacédo das reacfes em cadeia da polimerase (PCR).

Foram selecionados os 12 locos mais informativos, apds testes com 24
animais em 17 locos descritos na literatura, desenvolvidos por KAYANG et al. (2002)
para Coturnix japonica. Os fragmentos de DNA produzidos foram submetidos a
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 6%. Em seguida, os fragmentos foram
corados com nitrato de prata para a visualizacdo dos alelos, seguindo o protocolo
descrito por CRESTE et al. (2001). Apés a revelacdo e secagem das placas, elas
foram colocadas sobre a luz branca para a obtencdo dos genoétipos e depois
escaneadas e 0s arquivos armazenados para posterior conferéncia. A identificacao
dos alelos foi realizada de acordo com o seu tamanho, em pares de bases,
utilizando como parametro o marcador de peso molecular “10bp Ladder” do
fabricante Invitrogen™.

Para minimizar os possiveis erros na obtencdo dos genotipos e confirmar a
existéncia de todos os alelos, foi construida uma escada alélica, a partir de uma
nova eletroforese com o numero minimo de individuos que contemplasse todos os

alelos de cada loco.



A matriz de gendtipos obtida foi utilizada para estimar os seguintes
parametros genéticos basicos: numero médio de alelos por loco, freqiéncias alélicas
em cada loco, numero de alelos observados (na), heterozigosidade esperada sob
condicbes do equilibrio de Hardy-Weinberg (He), heterozigosidade observada e a
frequéncia de alelos nulos. A fim de conhecer o poder de discriminagdo individual
dos locos, também foram estimadas as probabilidades de identidade genética (PI) e
de exclusédo de paternidade (PE) para cada loco e para o conjunto de locos. As
analises foram realizadas utilizando o software IDENTITY 1.0 (WAGNER & SEFC,
1999).

Resultados e discussao

Os locos avaliados foram padronizados com temperaturas de anelamento
para os primers que variaram entre 62°C e 66°C. Os 12 locos apresentaram-se
polimorficos, com uma média igual a 8,5 alelos nos locos, variando entre 6
(GUJ0069 e GUJO086) e 13 (GUJN062) (Tabela 1). A confirmacdo dos alelos foi
verificada pela escada alélica, montada para cada loco (Figura 1). As frequéncias

alélicas, para cada loco, estdo apresentadas na figura 2.

Figura 1. Escadas alélicas mostrando os alelos presentes nos 12 locos STR
analisados. As colunas “M” indicam o padrao de peso molecular 10 bp.



Tabela 1 — Relacdo dos 12 locos STR analisados, contendo o0 motivo de repeticéo
da regido microssatélite e seu tamanho (MR), acesso ao GenBank,
amplitude de variagdo do tamanho do alelo (AVTA), temperatura de
namero de individuos (n), numero de alelos
observados (na), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho),
estimativa de frequéncia de alelos nulos (FAN), probabilidade de
exclusédo de paternidade (PE) e probabilidade de identidade (P1).

anelamento (TA),

primer MR GenBank AVTA (pb) TA(C) n na He Ho FAN PE Pl
GUJ0021 (CA)11 ABO035831 145-163 64 96 9 0,75814 0,75000 0,00463 0,54473 0,1641
GUJ0039 (CA)19 ABO035849 162-192 64 96 10 0,78087 0,91667 -0,07625 0,57733 0,1457
GUJ0059 (CA)10 AB063127 212-242 62 96 8 0,77246 0,81250 -0,02259 0,57923 0,1351
GUJ0062 (CA)13 ABO063130 164-216 64 96 13 0,85455 0,88542 -0,01665 0,71013 0,0705
GUJ0065 (CA)13 AB063133 109-135 66 96 8 0,75532 0,75000 0,00303 0,55909 0,1443
GUJ0068 (CA)13 AB063136 204-242 68 96 10 0,86350 0,91667 -0,02853 0,72547 0,0632
GUJ0069 (CA)11 AB063137 202-214 66 96 6 0,76687 0,85417 -0,04941 0,54463 0,1707
GUJ0073 (CA)13 AB063141 144-164 64 9 8 0,76118 0,69792 0,03592 0,55049 0,1614
GUJ0083 (CA)11 AB063151 122-134 66 96 7 0,75564 0,76042 -0,00272 0,54149 0,1688
GUJ0086 (CA)19 AB063154 187-209 66 96 6 0,70622 0,63542 0,04150 0,48528 0,1986
GUJ0093 (CA)16 AB063161 191-231 62 96 9 0,78722 0,79167 -0,00249 0,60053 0,1240
GUJ0098 (CA)12 AB063166 201-215 66 96 8 0,79308 0,79167 0,00079 0,59591 0,1336
Total - - 96 102 - - - 0,99998 3,18.10-11
Média - - - 85 0,77959 0,79688 - - -
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Figura 2. Frequéncias alélicas dos 12 locos STR, estimadas a partir dos 96 animais
Coturnix coturnix japonica.



A heterozigosidade esperada (He) apresentou uma média igual a 0,779,
variando entre 0,706 (GUJ0O086) e 0,863 (GUJO068). Para a heterozigosidade
observada (Ho) o valor médio foi igual a 0,797, variando entre 0,635 (GUJ0086) e
0,917 (GUJ0039 e GUJ0068). A frequiéncia de alelos nulos apresentou valores entre
-0,076 (GUJ0039) e 0,042 (GUJO086). A probabilidade de exclusédo de paternidade
(PE) variou entre 0,4853 (GUJ0086) e 0,7255 (GUJ0068), com PE combinada igual
a 0,999978. A PI variou entre 0,0632 (GUJ0O068) e 0,1986 (GUJ0086) com valor
combinada igual a 3,18.10™'. Esses valores compdem uma bateria de locos
robustos para a realizacdo de andlises de vinculo genético e para estudos de

sistema de cruzamento e variabilidade genética em Coturnix coturnix japonica.

Conclusbes
A bateria de 12 locos é eficiente e satisfatdria para acessar os elevados

niveis de polimorfismo no plantel de Coturnix coturnix japonica.avaliado neste estudo
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