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RESUMO

HERKENHOFF, Marcos Edgar. Variabilidade Genética da Regido Controladora do
MtDNA (Alga-D) de Galinhas Caipiras Brasileiras. 2013. 42 f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal — Subarea: Genética Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2013.

A galinha doméstica (Gallus gallus domesticus) € originaria da galinha vermelha do mato
(Gallus gallus) e galinha bankiva (Gallus gallus bankiva). Desde a sua domesticacdo, que
ocorreu por volta de 7000 anos atras no Sudeste asiatico, a galinha acompanhou a migracéao
humana, e assim se espalhou pelo mundo inteiro, chegando ao Brasil por volta do ano de
1500. No Brasil chegaram aves oriundas da Europa e da Asia, e aqui foram deixadas em
liberdade e cruzaram de forma aleatdria gerando o que hoje se conhece como galinha
caipira. Com o desenvolvimento da avicultura, estas aves foram esquecidas nos quintais de
casa, por serem consideradas menos produtivas. No entanto, com o crescente aumento no
consumo de produtos considerados naturais, esta ave voltou ao mercado. Por ser mais
rustica e resistente a doencas, em virtude de sua variabilidade genética alta, estas aves
também sdo consideradas uma importante fonte de alelos que podem ser utilizados no
melhoramento animal. O DNA mitocondrial (mtDNA) caracteriza-se por ser de exclusiva
heranca materna, sendo o método mais utilizado consiste em amplificar a regido controle
(alca-D), que possui grande variabilidade genética. Desta forma, este trabalho tem como
objetivo determinar a origem e composicdo das linhas maternas nestas linhagens. Foram
coletadas amostras de sangue de 105 galinhas caipiras de ovos azuis oriundas do municipio
de Dois Lajeados-RS. Os fragmentos foram amplificados pela PCR, sequenciados, e
analisados pelo software MEGA 4.0. Como resultado, 89,52% das aves pertencem ao
haplogrupo A, 7,62% ao C e 2,86% ao E. Para a composicdo desta ave foram utilizados em
sua maioria aves de origem asiatica e um pouco de origem europeia, em sua linhagem
materna. Os resultados obtidos indicam que estas aves analisadas, apresentam uma
variabilidade genética semelhante a aves ndo comerciais e conservam ainda um efeito

fundador muito forte.

Palavras-chave: Linhagens de galinha caipira; diversidade genética; mtDNA.



ABSTRACT

HERKENHOFF, Marcos Edgar. Genetic Variability of the Control Region in the
MtDNA (D-Loop) in Brazilian Caipira’s chicken . 2013. 42 f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia Animal — Area: Produgdo Animal — Subarea: Genética Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2013.

The domestic chicken (Gallus gallus domesticus) was originated by the jungle red flow
chicken (Gallus gallus) and the bankiva chicken (Gallus gallus bankiva). Since the
domestication, around 7000 years ago in the Asian Southeast, the chicken came with the
human migration, and then scattered to the entire world and arrived to Brazil around 1500
BC. In Brazil has came breeds from Europe and Asia, and they were let in freedom and
they crossed at random breeding generating the chicken as know as Brazilian caipira
chicken. With development of the national chicken producing the caipira’s chickens were
forgotten in countryside in third world countries, to be considered less productive.
However, with the growing consumption of product considered healthier, this chicken was
recovered. In additional, to be more rustic and disease resistance, because their high
genetic variability, these chickens are considered an important source for alleles which can
be use in the animal genetic improvement. The mitochondrial DNA (mtDNA) is
characterized by had an exclusively maternal inheritance and the most used method
amplify the mtDNA control region (D-loop), which has a high genetic variability. This
study aimed to investigate the origin and composition of the maternal lines on these
lineages. . We collected blood samples from 105 Brazilian blue-egg caipira’s chickens. The
fragments were amplified by PCR, sequenced, and analyzed by the MEGA 4.0 software.
As result, 89,52% of the chicken belong to the clade A, 7,62% to C e 2,86% to E, which
means that participated animals most from Asian and few from European origin, in the
maternal lineages. The results indicate that these strains analyzed of Brazilian chickens,
have a higher genetic variability so that observed in non-commercial poultry and conserve

a strong founder effect.

Keywords: caipira’s chicken lineages; genetic diversity; mtDNA.
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1 CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA

1.1 AORIGEM DA GALINHA

1.1.1 A origem das aves

A origem das aves € um tema amplamente discutido entre paleontdlogos, ornitélogos e
evolucionistas. Sabe-se que surgiram a partir dos dinossauros da subordem dos ter6podes, um
grupo de dinossauros bipedes carnivoros ou onivoros (Favretto, 2010). Em 2007, a descoberta
de uma fossil de Velociraptor mongoliensis que apresentava evidéncias de penas, com base na
presenca de botdes de penas no antebraco posterior, ajudou a corroborar a teoria de que as
aves surgiram a partir da subordem dos terépodes (Turner et al, 2007).

No entanto, a ideia de que as aves surgiram a partir dos dinossauros, e que estes
surgiram a partir dos répteis, teve seu surgimento com a descoberta de um dinossauro do
género Archaeopteryx em 1861 na regido da Baviera, no sul da Alemanha. Este fossil, datado
do periodo juréssico, a mais ou menos 150 milhdes de anos, apresentava penas por todo o
corpo e tinha um esqueleto de um bipede (George Washington University, 2002). Ao contrario
das aves modernas, o Archaeopteryx tinha um esterno plano, uma cauda longa e dssea, e trés
garras na asa, que se acredita foram usadas para agarrar suas presas ou, talvez, agarrar-se em
arvores. No entanto, ele também possui caracteristicas de um passaro moderno, que inclui
penas, asas e dedos reduzidos (UCMP, 2013). E considerado um fossil de referéncia nos
estudos que envolvem a transicdo dos répteis para as aves. Com o passar do tempo, novas
descobertas ajudaram a eliminar as lacunas existentes entre os dinossauros da subordem
terépodes e o0 Archaeopteryx, assim como a lacuna existente entre o Archaopterys e as aves
modernas. Assim, até hoje o Archaopterys € utilizado como modelo para ajudar a definir a
origem das aves e para explicar os processos evolutivos (Sereno et al, 1997).

Em 2009 a descoberta de um fossil de Limusaurus inextricabilis na China trouxe mais
evidéncia a hipdtese do surgimento das aves a partir dos dinossauros. Esta espécie pertence a
subordem dos teropodes, sendo que os dedos mais desenvolvidos dos teropodes sdo o polegar,
0 médio e o indicador. Nos embrifes das aves modernas, os cinco dedos comecam a se
formar, mas os que desenvolvem para formar as asas sao o indicador, o0 médio e o anular. No
caso do Limussaurus Inextricabilis, o polegar € muito reduzido, enquanto que o indicador, o

médio e o anular estdo muito desenvolvidos (Xu et al., 2009), tornando sua mao mais
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parecida com a asa de uma ave moderno do que a de um ter6pode da época. Isso preenche a
lacuna da evolucdo dos terépodes para as aves. Pois muitos paleontélogos ndo acreditavam
que as asas das aves modernas pudessem ter surgido a partir das méos dos teropodes.
Recentemente, a descoberta de um fdssil do que seria a primeira ave com dentes, o
Sulcavis geeorum, vem ajudando a corroborar a teoria de que as aves surgiram dos
dinossauros. Sulcavis geeorum é um passaro enantiornithine do cretaceo inferior (121-125
milhGes de anos atras) da provincia de Liaoning, na China. Os dinossauros sdo em sua
maioria caracterizados por dentes carnivoros com caracteristicas especiais para comer carne,
enquanto as aves sdo conhecidas por ndo possuirem dentes. Este novo enantiornithine tem
dentes robustos com ranhuras na superficie interior. Eles sdo, portanto, os Unicos, entre as
aves, que demonstram ter havido uma perda minima dos dentes ao longo do tempo, além de
apresentarem uma consideravel diversidade de padrbes dentarios. O mais curioso neste fossil
ndo é presenca de dentes em si, mas a presenca de dentes especializados, pois fosseis de
Archaeopteryx ja apresentaram dentes. Nenhuma outra espécie de ave, anteriormente descrita,
tem preservado sulcos, estrias, bordas serrilhadas, ou qualquer outra forma de ornamentacéo
dental. Ou seja, enquanto outras aves estavam perdendo seus dentes, enantiornithine foram

evoluindo novas morfologias e especializa¢cdes odontologicas (O’Connor et al., 2013).

1.1.2 A origem dos galliformes

Os galliformes sdo uma ordem que engloba cerca de 70 géneros e mais de 250
espécies (Howard, 2004). Existem alguns fosseis fragmentados que apontam a existéncia
desta ordem ja no periodo cretaceo. Dentre estes fosseis, 0 mais interessante pertence ao
género Austinornis, anteriormente conhecido como Ichthyornis lentus. Esta ave esta
estreitamente relacionada com a ordem galliforme, mas se era uma parte deles ou pertencente
a uma ordem proxima, ndo esta claro ainda (Clarke, 2004). J& um espécime descoberto na
Serra de Portezuelo, na Argentina pertencente ao cretaceo superior, € um dos candidatos mais
fortes a ser considerado como o ancestral da ordem galliforme. O achado se refere a uma
coracOide parcial de um passaro neornithine, que lembra algumas espécies de galliformes
(Agnolin et al., 2006).
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1.1.3 A origem da galinha e a sua distribuicéo:

A galinha doméstica (Gallus gallus domesticus), pertencente a ordem galliforme e a
familia phasianidae, esta entre as espécies de animais domésticos mais utilizada e
amplamente difundida no mundo. Esta espécie tem sido usada para a alimentacéo, atividades
religiosas, artes decorativas, e entretenimento em vérias culturas diferentes. As galinhas séo
originérias do Sudeste da Asia e descendentes (inica ou principalmente de uma ave silvestre,
a galinha Vermelha do Mato (Red Jungle Fowl; Gallus gallus; Crawford, 1990), atualmente
denominada Gallus gallus bankiva. A sua domesticacdo ocorreu em um periodo anterior a
5400 a.C, sendo que esta espécie € o primeiro ancestral materno da galinha doméstica
(Fumihito et al., 1996; Underhill, 1997). A galinha foi domesticada através da segregacédo
proposital de individuos adquiridos através de populacdes selvagens de Gallus gallus no
Sudeste da Asia (hoje Gallus gallus é considerada uma espécie que abriga varias subespécies,
como a galinha domeéstica e a galinha vermelha do mato). Esta teoria é corroborada com base
em evidéncias arqueologicas e historicas, que ocorreram de forma independente em varios
pontos da Asia (Underhill, 1997). Embora seja amplamente aceito que ela tenha se originado
a partir da galinha vermelha do mato (Fumihito et al., 1994; Fumihito et al., 1996), alguns
autores sugerem que houve contribuicdo genética por parte de outras subespécies de Gallus
gallus (Eriksson et al., 2008), como Gallus gallus jabouillei, Gallus gallus murghi e Gallus
gallus spadiceus, ou mesmo de outras especies como Gallus lafayetii, Gallus sonnerati e
Gallus varius.

As galinhas ndo sdo animais migratérios (Fumihito et al., 1996), pois elas ndo
conseguem voar por longas distancias, desta forma cobrindo uma extensdo territorial
pequena. Portanto, a sua distribuicdo se deve ao ser humano. Esta espécie, além de sua
importancia como fonte de alimento, possui uma consideravel relacdo cultural e religiosa
com o ser humano.

A aproximadamente 3200 a.C. na India houve o primeiro relato das descricbes a
respeito da domesticacdo deste animal, com duas finalidades, o adorno e o esporte, este
altimo conhecido como rinha ou briga de galo. As aves que deixavam de servir para este fim,
eram entdo abatidas. Por volta de 1400 a.C. a galinha passou a habitar a China, e depois
passou para outros paises orientais, como o Japdo. Em seguida passou da Pérsia, atual Ird,
para a Grécia onde se disseminou pela Europa e em seguida pela Africa (Lana, 2000; Moreng

& Avens, 1990). Assim, a dispersdo da galinha para as ilhas do Pacifico, Oceania e para o


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Gallus_lafayetii&action=edit&redlink=1
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continente europeu ocorreu por volta de 3000 anos atrds (Storey et al., 2008; Storey et al.,
2012).

1.1.4 A chegada da galinha a América e ao Brasil

A galinha doméstica chegou ao continente americano, trazida por diversos povos e
introduzida em varias localidades. Através de uma descoberta no sitio de EI Arenal no Chile,
a sua introducdo ao continente americano pode ser talvez atribuida aos povos polinésios que
possam ter chegado a América antes dos europeus, ocorrendo assim uma introducéo pré-
colombiana (Storey et al., 2007). Até entdo, a presenca da galinha na América tinha sido
atribuida aos espanhdis no século 15 (Gongora et al., 2008). No entanto, este assunto tem
sido debatido por muito tempo, principalmente devido a presenca de racas chilenas de
galinhas, principalmente a araucana, que possuem muitas peculiaridades e algumas
semelhancas com as racas de galinhas do oriente, sugerindo que ou 0s polinésios ou os piratas
holandeses as trouxeram antes (Gongora et al., 2008).

No Brasil, elas foram introduzidas por Pedro Alvares Cabral e seus homens que, ao
desembarcarem no pais em 1500, trouxeram o que seriam 0s primeiros exemplares de racas
puras. Estas aves acompanharam tantos os colonizadores que estavam se estabelecendo,
como foram rapidamente adotadas pelos indios nativos, que passaram também a cria-las
(Albino et al., 2005; Albino e Moreira, 2006). Os primeiros exemplares de aves provinham

de racas orientais, mediterraneas e do sul da Europa (Albino et al., 2005).

1.2 AHISTORIA DA AVICULTURA

1.2.1 O desenvolvimento da avicultura no mundo

O avanc¢o na avicultura iniciou-se a partir da segunda guerra mundial, entre 1939 e
1945, com a necessidade e a finalidade de fornecer produtos de origem animal aos
combatentes da forma mais econdmica possivel. A avicultura até entdo, era uma atividade
artesanal e de pouca importancia e sem visdo de crescimento. As pessoas que criavam estes
animais ndo tinham conhecimento dos cuidados principalmente em rela¢do a nutricdo e muito
menos a genética (BNDES, 1995).
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Com a necessidade de fornecer alimentos aos soldados, foi preciso aumentar a
producdo de carnes alternativas, que ndo fossem de origem bovina. Com isso, os Estados
Unidos comecaram a desenvolver pesquisas na avicultura com a finalidade de desenvolver
ragas mais produtivas e aperfeicoar a nutricdo destes animais (BNDES, 1995).

Ap6s a segunda guerra mundial, os avangcos na pesquisa e na tecnologia
proporcionaram um salto para a avicultura mundial. Isto resultou em um aumento na oferta do
produto e consequentemente uma reducdo do prego, fazendo com que quase toda a populacéo
tivesse condigdes de consumir (Moreng & Avens, 1990).

1.2.2 O desenvolvimento da avicultura no Brasil

Sempre existiu uma avicultura tradicional e familiar no Brasil. Em geral, as
propriedades produziam carne e ovos para consumo proprio, comercializando os excedentes
quando possivel (Dambros Junior, 2010).

As primeiras tentativas visando melhorar tecnologicamente a atividade surgiram em
Séo Paulo, Rio de Janeiro e Minhas Gerias na metade do século passado. Neste inicio a
finalidade era apenas de desenvolver e aperfeicoar as racas a fim de criar linhagens de penas
bonitas destinadas aos concursos que eram promovidos em todo o pais. Estes avicultores
tentavam acompanhar as inovacdes introduzidas, sobretudo vindas dos Estados Unidos e da
Inglaterra (Dambros Junior, 2010), paises onde os concursos de aves eram muito populares.

A partir de 1940, como no resto do mundo, e estendendo-se até 1960 ocorreu uma fase
de escassez alimentar, como conseqiiéncia da Segunda Guerra Mundial. Ocorreram entéo
modificagcdes na sociedade, e os criadores comecaram a tencionar o aumento nos lucros tanto
na producao de carne quanto na producdo de ovos. Desta forma, deu-se o inicio a avicultura
industrial, ou seja, as aves passaram a ser criadas no sistema de parques com acesso a areas de
pasto e também dentro de galpbes com a finalidade exclusivamente de producédo de carne e
ovos (Hellmeister Filho, 2002). Com o fim da guerra, houve também o inicio da importacao
de linhagens hibridas oriundas dos EUA, que além de mais resistentes, eram mais produtivas.
Em virtude delas, o manejo e a alimentacdo sofreram gradativas alteracdes (BNDES, 1995).

Assim, a atividade saiu da posicdo de quase inexisténcia no Brasil até o inicio de 1960,
para uma atividade muito forte, principalmente em decorréncia dos avancos tecnologicos que
levaram a reducdo da conversdo alimentar, mortalidade e da idade de abate. O modelo que

passou a ser amplamente utilizado no pais, denominado integracdo (onde empresas
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especializadas fornecem ao produtor as aves, a alimentacéo e a assisténcia técnica e recebem
do produtor o animal pronto para o abate ou 0s ovos), surgiu no inicio dos anos 60 em Santa
Catarina. Anteriormente, em Sao Paulo, a atividade era desenvolvida de forma independente,
na qual os granjeiros adquiriam os insumos no mercado, engordavam as aves e vendiam-nas
para um frigorifico abaté-las (Dambrds Junior, 2010).

Com a atividade da producdo de frango se consolidando, as empresas que ja tinham
negdcios na producdo de suinos ou em cereais apostaram também na comercializacdo de
carnes de frango. Elas foram impulsionadas pela oferta de créditos para investimentos. Essa
oferta de créditos permitiu que os avicultores tivessem acesso a tecnologias importadas,
principalmente com acesso a genética, técnicas ambientais, sanitérias e nutricionais de abate e
processamento (Dambros Junior, 2010).

A partir da década de 1980, o setor retraiu devido a diminuicdo das vendas para o
exterior causadas pelos subsidios as exportacdes nos Estados Unidos e na Europa. A recessdo
econémica ocorrida no Brasil nessa década também afetou o desempenho do mercado interno,
uma vez que 0 consumo per capita permaneceu estagnado, principalmente na primeira metade
da década de 1980 (Dambros Junior, 2010). Foi também nesta década, que houve um resgate
da galinha caipira, considerada produto saudavel (Stringheta & Muniz, 2004; Zanusso &
Dionello, 2003).

A partir de 1990, em virtude da abertura econdmica e depois com a estabilizacio da
inflacdo, a agroindustria passou a ser de carater mais competitivo, onde a reestruturacao
tecnoldgica, a eficiéncia, a diminuicdo dos custos e a reestruturacdo administrativa das
empresas transformaram-se nas estratégias de sobrevivéncia. Neste periodo a avicultura foi
em busca da conquista de novos mercados oferecendo produtos de maior valor agregado,
como 0s cortes e produtos processados, tais como os nugget’s (Dambros Junior, 2010).

Nos primeiros anos do século XXI, o setor apresentou um consideravel crescimento.
Houve entdo uma conquista do mercado externo, como resultado da comprovacdo da
qualidade sanitaria das granjas brasileiras, principalmente pelo fato destas ndo terem sido
infectadas com o virus da Influenza aviaria. Além disso, a relevante melhoria de renda da
populacdo brasileira nos Gltimos anos vem impulsionando o consumo interno do produto
(Dambras Junior, 2010).

Atualmente, o Brasil possui uma posicdo de destaque na producdo de carne de frango.
Ocupando o segundo lugar no ranking de producdo mundial, ficando atras apenas da China, e

o primeiro lugar no ranking de exportaces (USDA, 2012). Esta atividade emprega no pais,
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mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional (UBABEF, 2012). Esta posi¢do foi atingida gracas ao trabalho

arduo e das pesquisas de qualidade produzidas neste setor da pecuéria.

1.3 A GALINHA CAIPIRA

1.3.1 O desenvolvimento da galinha caipira

No Brasil, como citado anteriormente, as galinhas foram introduzidas a partir dos
primeiros navegadores que aqui desembarcaram no seculo 15 (Albino et al., 2005). Eles
trouxeram ragas orientais, mediterrdneas e do sul da Europa, que foram deixadas em
liberdade nos quintais das casas, sitios e fazendas. Esta liberdade propiciou a ocorréncia de
cruzamentos aleatorios entre elas, surgindo, desta mistura de racas, as chamadas galinhas
caipiras brasileiras, ou simplesmente, galinhas caipiras (kai pira, do tupi-guarani, “habitante
do campo”), que também sdo conhecidas como galinhas crioulas, da colonia, de terreiro ou de
capoeira. Caracterizam-se pela sua alta variabilidade genética, grande rusticidade (incluindo
resisténcia a doencas) e baixa produtividade principalmente quando comparadas as galinhas
industriais modernas, que sdo oriundas de selecdes genéticas restritas (Albino et al., 2005).

Em torno de 1880, a raga de galinhas Araucana foi introduzida no Brasil (Lima-Rosa,
2004). Esta raca misturou-se com as caipiras e introduziu nelas a sua principal caracteristica,
colocar ovos azuis-esverdeados. Por isso, existem varias galinhas caipiras que pem ovos de
coloracdo azulada atualmente.

Posteriormente, outras racas também foram se misturando com as caipiras originais,
resultando nas galinhas caipiras atuais. Estas caipiras atuais apresentam muita semelhanca
com as principais racas que as originaram que sdo: Andaluzia, Araucana, Aseel, Australorp,
Brown Leghorn, Buff Plymouth Rock, Columbian Wyandottes, Partridge Plymouth e Silver-
Spangled Hamburgs. As semelhancas ndo so se refletem em termos de plumagem e porte,

mas também na terminacao da carcaca (Barbosa et al., 2007).
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1.3.2 As principais ragas que participaram no desenvolvimento da galinha caipira

1.3.2.1 Andaluzia

Esta é uma raca que se originou em uma provincia da Espanha conhecida como
Andaluzia. Ela produz individuos com trés cores: preto, branco e azul. A cor da plumagem
azul € um azul com tom ardosia, atado com um azul mais escuro (Hawkins, 1995). Esta é uma
raca tida como ornamental atualmente e produz ovos de coloragdo branca (Barbosa et al.,
2007).

A coloracdo azul das penas nesta ave é oriunda de um cruzamento hibrido entre a
variedade preta e branca, fazendo o padrdo azul ser Unico dos poucos hibridos a ser admitido
como uma classe (Hawkins, 1995). Esta raca foi utilizada também nos experimentos de
Mendel, a fim de ajuda-lo a compreender os tracos genéticos recessivos, pois dois animais
azuis produzem metade da prole azul, um quarto branca e um quarto preta (KHRC, 2011).

Elas pastam de forma bem ativa e sdo corredoras muito rapidas. Sao boas poedeiras
tanto no verdo quanto no inverno. Os filhotes podem ser muito ativos e gostarem de manter
contato humano, caso tratados precocemente e com frequéncia (KHRC, 2011), tornando-as
excelente escolha como animal de estimacao.

O macho adulto atinge de 3,2 a 3,6 kg e a fémea de 2,25 a 2,7 kg. S&o aves de aptidao
para producdo de ovos, sendo eles brancos e de tamanho médio. A sua producdo anual, pode
atingir cerca de 160 ovos por ano (KHRC, 2011; Poultry CRC, 2006).

1.3.2.2 Araucana

Originarias do Chile a raca Aracuana é caracterizado por um tufo de penas que
crescem em cada lado da cabeca, parecendo duas costeletas. Esta raca foi desenvolvida pelos
indios araucanos (Poultry CRC, 2006). H& muito vem se debatendo, se esta raca foi
desenvolvida a partir de galinhas trazidas para a América do Sul pelos europeus apos a
descoberta de Colombo, ou por galinhas trazidas pelos polinésios ao continente americano
antes da descoberta de Colombo, esta Ultima corroborando assim com a teoria da origem pré-
colombiana (Gongora et al., 2008). As evidéncias de que surgiu a partir de galinhas trazidas

pelos polinésios sdo fortes, Storey et al. (2007) relatou os resultados de uma analise de 0ss0s
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de galinha encontrados na peninsula de Arauco no centro-sul do Chile em um sitio
arqueoldgico, os resultados sugerem uma origem pré-colombiana destas aves.

Existem trés grupos ou variacOes desta raca: Ketros (tufos nos ouvidos e cauda
normal), Kolloncas (sem tufos e sem cauda) e Kollonca de Aretes (tufos nos ouvidos e sem
cauda) (Gongora et al., 2008). O macho adulto pode chegar a pesar 3,2 kg e fémea a 2,7 kg.

No entanto apesar destes caracteres, como referido anteriormente o que identifica esta
raca é a coloracdo dos ovos, que podem ser azuis ou verdes (Poultry CRC, 2006). A coloracédo
azul dos ovos € atribuida a deposicédo de biliverdina na casca dos ovos, a qual tem como local
de sintese a glandula que produz a casca do ovo (Zhao et al., 2006). Esta caracteristica de
coloragéo foi fixada nas galinhas caipiras, a fim de produzir linhagens caipiras que produzam
apenas ovos azuis. Esta linhagem atualmente pode produzir até 250 ovos por ano (Sulave,
2002).

1.3.2.3 Assel

Esta € uma raca com aparéncia incomum, possui penas duras, brilhantes e muitos
curtas, ao ponto do osso do peito ficar exposto, e muitas vezes a parte de tras da cabeca e
alguns pontos do ombro. Possui uma postura ereta, com ombros largos, quadris musculosos e
bico curvo e forte. Estas caracteristicas tornam-na uma excelente pugilista (Floyd, 2001).

Sendo uma raca bem conhecida no velho mundo, ela ndo deixou somente
descendentes no seu local de origem, o Paquistdo (india na época), deixando também em
lugares tdo distantes como a Tailandia, Japdo, Turquia, Inglaterra (importada por volta de
1760), muitos paises da América do sul e nos EUA. Esta contribuiu para o desenvolvimento
de outra raga muito utilizada, a Cornish, que foi desenvolvida na Inglaterra (Floyd, 2001;
IAC, 2007). A Assel é uma raca particularmente antiga. Ela é referida no Codigo de Manu,
um documento indiano que possui descricBes de leis, textos religiosos e filoséficos, e foi
escrito em torno de 900 a 1280 a.C. (Floyd, 2001).

Esta ave pode atingir uma taxa em torno de 85% de fertilidade. O peso médio do ovo
esta em torno de 41 g, sendo que 0 primeiro ovo surge nas 29° semana. Por ano, a producéo
média é de 33 ovos (Singh et al., 2000).



18

1.3.2.4 Australorp

Como o proprio nome sugere, esta € uma raca oriunda da Australia, sendo que o0 nome
é uma abreviacdo em inglés para Orpington Negro Australiano. Esta raca, portanto, se
originou a partir da raca inglesa Orpington. Nas condi¢Bes oferecidas na Australia, esta ave
pode chegar produzir 300 ovos por ano em instalacbes comerciais, e 250 em producdes
caseiras (Poultry, CRC, 2006). Quando adultos, os machos pesam em média 3,859 kg e as
fémeas 2,951g. Seus ovos pesam em média 559 (Figueiredo et al., 2003).

1.3.2.5 Brown Leghorn

Esta € na verdade uma variedade da raca Leghorn. Ela € uma raga bem conhecida entre
as aves caipiras, sendo originada da Italia, foi primeiramente exportada a partir do porto de
Livorno. O interesse pela leghorn foi rapidamente adotado no continente americano, que
comumente observava o destaque da raca, como tendo uma producéo elevada de ovos. Esta
raca ganhou muitos prémios competicdes no quesito producéo de ovos (LCA, 2010).

Estas aves sdo de tamanho pequeno, em torno de 2,043 kg para as fémeas e 2,724 kg
para 0s machos. As fémeas produzem em média, 200 ovos por ano e peso médio de 55 g
(Figueiredo et al., 2003), portanto, esta € uma raca poedeira, e a coloracdo dos ovos é branca
(Barbosa et al., 2007).

1.3.2.6 Buff Plymouth Rock

O Plymouth Rock foi exibido pela primeira no continente americano em uma exibicao
em Boston no ano de 1829. Estas aves sao as ancestrais dos atuais barred plymouth rock, os
quais foram exibido pela primeira vez em 1869 em Worcester, Massachusetts. Estes, por sua
vez, sdo compostos pelo cruzamento de varias linhagens. Posteiormente ela foi reconhecida
como uma raca e foi admitida o primeiro Standard Americana de Exceléncia, em 1874
(University of llinois, 2012).

Em seguida, foi desenvolvida a raca Buff Plymouth Rock, originada em Rhode Island,
ndo muito longe de Fall River, Massachusetts (University of llinois, 2012). E uma raca de

pele amarelada, crista serrada e ovos de casca marrom. Admite-se na Associacdo Americana
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de Aves as variedades barrada, branca, amarela, prata, perdiz, columbia e azul (Figueiredo et
al., 2007).

Quando adultos, os machos pesam em média 4,313 e as fémeas 3,405 kg. As galinhas
produzem em média 180 ovos no primeiro ciclo de postura, que pesam em média 559
(Figueiredo et al., 2007).

1.3.2.7 Columbian Wyandottes

Além da aparéncia, uma das caracteristicas a favor da criacdo desta raca, é a sua
facilidade no manejo. Esta ave é oriunda dos EUA, o seu desenvolvimento foi um trabalho
conjunto com os britanicos, que acabou fornecendo um animal com aptiddo dupla, tanto para
producéo de ovos quanto para a producgéo de carne (Poultry CRC, 2006).

Esta raca pode colocar de 180 a 200 ovos por ano, tornando-se uma produtora boa de
ovos. Além disso, as mées sdo excelentes nos cuidados com os filhotes (Poultry CRC, 2006).

E uma ave excelente em producéo de carne também. O macho pode adulto atinge em
torno de 3,2 kg e a fémea adulta em torno de 2,95 kg. Além disso, é uma resistente ao frio,

favorecendo sua criagdo no hemisfério norte (Poultry CRC, 2006).

1.3.2.8 Partridge Plymouth

Esta é um raca com uma variedade de machos e fémeas coloridos. E originaria dos

EUA, tem aptiddo mista e possui ovos de coloragdo marrom (Barbosa et al., 2007).

1.3.2.9 Silver-spangled Hamburgs

Esta € na verdade uma variedade da raca Hamburg, e possui uma grande variedade de
cores, incluindo: Silver-spangled, Golden-spangled, Golden-penciled, Silver-penciled, branco
e preto (Fantastic Farms, 2012). Ha pelo menos 10 variedades desta raca (Poultry CRC,
2006).

Embora com um nome um tanto sugestivo, esta raca é originaria da Holanda, e ndo da
Alemanha, como o nome sugere (Fantastic Farms, 2012; Poultry CRC, 2006).

Os machos adultos podem atingir até 2,3 kg e as fémeas até 1,8 kg (Fantastic Farms,

2012; Poultry CRC, 2006). Sdo aves bem rusticas, ativas, se alimentam bem, amadurecem
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rapidamente e sdo boas produtoras de pequenos ovos brancos (Barbosa et al., 2006; Fantastic
Farms, 2012; Poultry CRC, 2006). Apesar de pequenos, estas aves sdo conhecidas por sua
capacidade de colocar até 220 ovos por ano (Poultry CRC, 2006). Esta ave, no entanto, tende
a ficar nervosa na presenca de humanos (Fantastic Farms, 2012; Poultry CRC, 2006), embora

considerada ornamental (Barbosa et al., 2006).

1.4 MARCADORES MOLECULARES

Até metade da década de 60, os marcadores mais utilizados em estudos de genética e
programa de melhoramento, tanto animal quanto vegetal, eram indicadores fenotipicos,
normalmente caracteristicas morfolégicas, que eram de facil identificacdo visual e associada
a geneética, como o0 nanismo e o albinismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Nas duas Ultimas décadas, houve um aumento significativo de ferramentas e
metodologias na area de genetica molecular e suas aplicagdes (Faleiro, 2007). A revolucao
neste quadro se iniciou com o desenvolvimento e o uso de marcadores isoenzimaticos. A
medida que a biologia molecular comecou a se desenvolver, foram surgindo diversos
métodos que permitiram os melhoristas e pesquisadores, detectar polimorfismos genéticos
diretamente no DNA (Faleiro, 2007; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Embora a utilizacdo de isoenzimas seja uma ferramenta muito eficaz, 0 seu nimero
limitado de l6cus de um genoma e o baixo niamero de alelos por loco tornou esse tipo de
marcador ineficiente quando a investigacdo requeria uma cobertura mais ampla do genoma,
CcOmo 0 mapeamento e caracterizacao genética (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Com o surgimento da técnica de Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) e da
tecnologia do DNA recombinante, novos marcadores genéticos e novas metodologias foram
desenvolvidos (Faleiro, 2007; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Existe atualmente um grande
namero de marcadores moleculares, cada um deles possui vantagens e desvantagens.
Portanto, seu uso vai depender do objetivo do trabalho, da infraestrutura disponivel, do
recurso financeiro do projeto e do conhecimento que se tem da genética da espécie estudada
(Faleiro, 2007). Um bom marcador molecular deve reunir uma série de caracteristicas para
aperfeicoar e maximizar sua utilidade, entre elas, deve possuir uma distribuicdo boa ao longo
do genoma e um alto grau de polimorfismo. A técnica para analisar o marcador deve ser

rapida, pratica e reproduzivel em outros laboratérios (Aranguren-Méndez et al., 2005).
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Entre toda a gama de marcadores moleculares destacam-se, como marcadores de
DNA nuclear, os microssatelites e os SNPs (polimorfismo de nucleotideo simples), e como
marcadores de DNA ndo nuclear o DNA mitocondrial (mtDNA). Estas sdo consideradas
ferramentas muito Uteis para a determinacdo de variabilidade genética, principalmente nos

estudos relacionados a genética de populac@es (Frankham et al., 2008; Kaya &Yildiz, 2008).

1.4.1 DNA mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas presentes no citoplasma de células eucariéticas. Elas
tém um formato cilindrico alongado, possuem duas membranas altamente especializadas,
sendo uma interna e a outra externa. Estas membranas definem dois compartimentos
separados denominados de espaco intermembranoso e espaco interno da matriz. Na matriz da
mitocOndria encontram-se proteinas e enzimas que compdem o ciclo de Krebs, RNA’s
ribossomicos (rRNA), RNA’s transportadores (tRNA) e o DNA mitocondrial (mtDNA)
(Alberts et al., 2004).

Embora represente uma pequena fracdo do tamanho do genoma dos organismos, 0
mtDNA é um dos marcadores mais utilizados nos animais e tem sido usado amplamente por
mais de trés décadas (Galtier et al., 2009). As razdes pelo qual o mtDNA é utilizado como
marcador molecular sdo bem conhecidas. O mtDNA é facil amplificar porque aparece nos
mais variados tipos de célula e mais abundante que o DNA nuclear, seu conteudo é
fortemente conservado em animais, ndo possui introns e possui regides intergénicas muito
curtas (Gissi et al., 2008). E altamente variavel em populacbes naturais por causa de sua
elevada taxa de mutacao, fornecendo ao pesquisador, sinais de mudanca em um curto periodo
de tempo na populacdo estudada (Galtier et al., 2009). Regides variaveis, como a regido
controle (alga-D), sdo normalmente flanqueadas por regifes altamente conservadas, como as
que codificam o rRNA, em que os primers (oligonucleotideos iniciadores) utilizados na PCR
sdo facilmente projetados (Bensasson et al., 2001).

O mtDNA tem um nimero de propriedades bioldgicas especificas, o que torna um
marcador adequado para estudos de biodiversidade molecular. Primeiro, a sua heranca é
clonal e materna, o que significa que todo o genoma se comporta como um Unico l6cus ndo
recombinando, ou seja, todos os sitios tém a mesma genealogia. Isto simplifica
consideravelmente a representacdo e a analise de dados de variacdo dentro da espécie

estudada. Em segundo lugar, supde-se que a sua evolugdo é praticamente neutra, ou seja, ndo
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sofre acdo direta de selecdo natural e nem sexual. Por causa destas caracteristicas, a sua
popularidade vem crescendo nos ultimos 20 anos, disponibilizando muitos dados na
literatura, inclusive em estudos de populacGes de galinha. Muitos trabalhos tém utilizado o
mtDNA na analise da variabilidade genética em galinhas (Desjardins & Morais, 1990;
Fumihito et al., 1994; Guan et al., 2007; Komiyama et al., 2004a e 2004b; Liu et al., 2006a e
2006b; Oka et al., 2007; Quinn & Wilson, 1993). Este tipo de marcador estd sendo
amplamente utilizado também para estudos que determinem a origem, evolucdo e a
introducdo desta espécie em varias partes do mundo (Dancause et al., 2011; Mwacharo et al.,
2011; Liu et al., 2006a e 2006b).

Trabalhos que tenham investigado o polimorfismo génico de galinhas caipiras
brasileiras sdo ainda muito raros na literatura, e 0s que foram desenvolvidos se concentraram
em polimorfismos nucleares: Lima-Rosa et al. (2004) e Paludo (2011) em genes do MHC;
Lima-Rosa et al. (2005), Clementino et al. (2010) e Fonteque (2011) em marcadores
microssatelites. A variabilidade de DNA ndo nuclear, at¢ o momento, ndo havia sido
investigada em galinhas caipiras brasileiras. Com excec¢édo do estudo realizado por Possamai

(2011) nas linhagens industriais de galinha caipira.
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2 CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente as galinhas caipiras de ovos azuis na regido controladora (al¢a-D)
do mtDNA.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Investigar a variabilidade genética das galinhas caipiras brasileiras na regido controladora (alca-
D) do mtDNA.

- A partir dos hapldtipos mitocondriais encontrados, tracar a possivel origem materna destas
aves.

- Calcular as freqliéncias genotipicas para este marcador nesta populacao.

- Comparar os resultados encontrados nesta populacdo com os ja descritos na literatura para

outras populagdes.
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3 CAPITULO Ill: ARTIGO - VARIABILIDADE GENETICA DA REGIAO
CONTROLADORA DO MTDNA (ALCA-D) DE GALINHAS CAIPIRAS
BRASILEIRAS (GENETIC VARIABILITY OF THE CONTROL REGION OF THE
MTDNA (D-LOOP) IN BRAZILIAN CAIPIRA’S CHICKENS)

3.1 RESUMO

As galinhas caipiras brasileiras se originaram de cruzamentos aleatorios entre diferentes racas de
galinhas que foram trazidas ao Brasil pelos colonizadores portugueses. Caracterizam-se pela sua
rusticidade, por sua maior resisténcia a doengas e uma variabilidade genética maior do que as
aves industriais. Entretanto, com o desenvolvimento da avicultura nacional e a busca por aves
malis produtivas, as aves caipiras, ndo tiveram mais espaco e foram esquecidas nos terreiros do
interior. O DNA mitocondrial (mtDNA) é um material genético ndo nuclear e caracteriza-se por
ser de exclusiva heranga materna. O método mais utilizado no estudo do polimorfismo do
mtDNA consiste em amplificar a regido controle (alga-D), que possui grande variabilidade
genética. A analise genética do mtDNA possibilita estudar a evolucdo e 0s mecanismos
migratorios dos individuos. Este trabalho teve como objetivo investigar a diversidade genética
ndo nuclear da galinha caipira brasileira de ovos azuis através da analise da al¢ca-D do mtDNA.
Foram coletadas amostras de sangue de 105 aves provenientes do municipio de Dois Lageados-
RS. Para esta analise a amplificacdo dos fragmentos desejados foi realizada pela técnica da
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Os fragmentos amplificados foram submetidos a
eletroforese em um sequenciador automatico e as sequéncias foram analisadas pelo programa
MEGA 4.0 e comparadas com as descritas na literatura. Como resultado, 89,52% das aves
pertenciam ao haplogrupo A, 7,62% o ao C, e 2,86% dos individuos pertenciam ao haplogrupo
E. Concluindo, a origem, pelo menos materna, da galinha caipira brasileira de ovos azuis €, em
sua maioria, asiatica, e em apenas 2,86% de origem europeia. Conservam, assim, uma forte
heranca de suas ancestrais asiaticas. Os resultados obtidos também indicam que estas galinhas
caipiras analisadas apresentam uma variabilidade genética inferior no DNA nédo nuclear do que a

apresentada por elas para 0 DNA nuclear.

Palavras-chave: galinha caipira; diversidade genética; mtDNA.
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3.2 ABSTRACT

The capira’s Brazilian chickens originated from random breeding among different breeds of
chickens that were brought to Brazil by Portuguese colonizers. They are characterized by its
rusticity and its greater resistance against diseases. However, with the development of the
national poultry industry and the search for more productive birds, the caipira’s chickens had no
more space and then they were forgotten in the interior yards. These birds are known as to have a
high rusticity, diseases resistance and a high genetic variability as the industry birds. The
mitochondrial DNA (mtDNA) is a non-nuclear genetic material and characterized by had an
exclusively maternal inheritance. The most used method in the study of polymorphism is to
amplify the mtDNA control region (D-loop), which has a high genetic variability. The mtDNA
allow the study of the evolution and mechanisms of migratory of individuals. This study aimed
to investigate the genetic non-nuclear diversity in the Brazilian (blue-egg Caipira) chickens using
the mtDNA D-loop anlysis. We collected blood samples from 105 birds belonging to Dois
Lageados-RS-Brazil. For this analysis, the amplification of the desired fragments was performed
by the polymerase chain reaction (PCR). The amplified fragments were subjected to
electrophoresis on an automatic sequencer, and the sequences were analyzed by the program
MEGA 4.0 and compared with those described in the literature. As result, 89.52% of the birds
belong to clade A, 7.62% to the clade C, and 2,86% to clade E. In conclusion, in the genetic
composition of the Brazilian (blue-egg Caipira) chickens is mostly of Asian origin, and only
2.86% of European origin. Conserve a rich inheritance from your Asian ancestors. The results
indicate that these strains analyzed of Brazilian chickens, have a higher genetic variability to that

observed in commercial lines and similar to that observed in non-commercial poultry.

Keywords: caipira’s chicken; genetic diversity; mtDNA.

3.3 INTRODUCAO

A galinha doméstica, Gallus gallus domesticus, esta entre as espécies de animais
domésticos mais utilizada e amplamente difundida no mundo. Esta espécie tem sido usada
para a alimentacdo, atividades religiosas, artes decorativas, e entretenimento em varias
culturas diferentes. Sua origem provém do Sudoeste da Asia e descendente (nica ou

principalmente de uma ave silvestre, a galinha Vermelha do Mato (Red Jungle Fowl; Gallus
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gallus bankiva; Crawford, 1990), a sua domesticacdo ocorreu em um periodo anterior a 5400
aC, sendo que esta espécie € o primeiro ancestral materno da galinha doméstica (Fumihito et
al., 1996). A dispersdo da galinha para as ilhas do Pacifico e para o continente europeu,
ocorreu por volta de 3000 anos atras (Storey et al., 2012).

No Brasil, as galinhas foram introduzidas a partir dos primeiros navegadores que aqui
desembarcaram no século 15 (Albino et al., 2005). Eles trouxeram racas orientais,
mediterraneas e do sul da Europa, que foram deixadas em liberdade nos quintais das casas,
sitios e fazendas. Esta liberdade propiciou a ocorréncia de cruzamentos aleatorios entre elas,
surgindo, desta mistura de ragas, as chamadas galinhas caipiras brasileiras, ou simplesmente,
galinhas caipiras (kai’pira, do tupi-guarani, “habitante do campo”), que também sdo
conhecidas como galinhas crioulas, da colénia, de terreiro ou de capoeira. No final do século
19, foi introduzida no Brasil uma raca de galinhas chilenas, as Araucanas, que tinham como
caracteristica colocarem ovos azuis (Lima-Rosa et al., 2004). Estas aves cruzaram-se com as
caipiras, originando as galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis.

A mudanca crescente nos habitos de consumo, que teve seu inicio na década de 80,
passou a valorizar os produtos considerados naturais, tornando as galinhas caipiras uma
alternativa de grande valor comercial (Stringheta & Muniz, 2004; Zanusso & Dionello,
2003). Esta valorizacéo se deve ao fato destes animais gerarem produtos com caracteristicas
diferenciadas como o sabor, a coloracdo avermelhada, o teor de fibra maior e o teor de
gordura menor da carne caipira quando comparada a carne das aves comerciais tipicas, apesar
da baixa produtividade (Albino et al., 2005; Silva et al., 2002). Além disto, as caipiras
caracterizam-se pela sua alta variabilidade genética e grande rusticidade (incluindo
resisténcia a doencas) também quando comparadas as galinhas industriais modernas, que sao
oriundas de selecdes genéticas restritas (Albino et al., 2005).

O alto polimorfismo génico das aves caipiras tem sido comprovado por alguns poucos
trabalhos cientificos, porém todos concentraram estas investigacdes no DNA nuclear (Lima-
Rosa et al., 2004 e 2005; Clementino et al., 2010; Fonteque, 2011; Paludo, 2011).

Para aumentar o conhecimento desta variabilidade é necessario que novas regides do
DNA sejam investigadas, incluindo o DNA ndo nuclear. Este objetivo pode ser alcancado
através da andlise da regido controladora (algca-D) do DNA mitocondrial (mtDNA). A alca-D
do mtDNA ¢ considerada um bom marcador molecular por ser uma regido de grande
variabilidade genética, portanto, altamente informativa, e ser de facil amplificacéo,

representando boa ferramenta para andalises do polimorfismo genético ndo nuclear (Frakham



27

et al., 2008). Muitos trabalhos tém utilizado o mtDNA na analise da variabilidade genética
em galinhas (Desjardins & Morais, 1990; Fumihito et al., 1994; Guan et al., 2007;
Komiyama et al., 2004a e 2004b; Liu et al., 2006a e 2006b; Oka et al., 2007; Quinn &
Wilson, 1993).

Outra utilizacdo relevante deste marcador em estudos com galinhas é seu uso na
determinacdo da origem, da evolucdo e da introducdo desta espécie em vérias partes do
mundo (Dancause et al, 2011; Mwacharo et al., 2011; Liu et al., 2006a e 2006b). Embora
introduzida pelos europeus no século 15, a composi¢cdo genética das galinhas na América do
Sul ndo esta clara ainda, principalmente no que diz respeito as galinhas caipiras (Dancause et
al., 2011).

Com base no que foi apresentado, este trabalho analisou a variabilidade genética nao
nuclear de galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis utilizando como marcador a alga-D do
mMtDNA, e também comparou os haplotipos mtDNA encontrados com os ja descritos na
literatura, corroboram a origem genética das aves da amostra. Estes resultados sobre aves sul
americanas contribuirdo para investigacbes maiores que visem detectar a origem,

domesticacao e sua distribuicdo pelo mundo.

3.4 MATERIAL E METODOS

Para as andlises foram utilizadas 105 galinhas caipiras de ovos azuis provenientes do
municipio de Dois Lajeados-RS. O sangue periférico dessas aves foi coletado usando 0,5% de
EDTA como anticoagulante. O DNA total das amostras foi extraido dos eritrocitos através do
protocolo estabelecido por Sambrook et al. (1989).

A amplificacdo da regido da alca-D desejada foi realizada mediante a técnica de reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) a partir do DNA extraido. Foram utilizados os seguintes
iniciadores: L16750: 5 — AGG ACT ACG GCT TGA AAA GC - 3’; CrlB: 5> —CCA TAC
ACG CAA ACC GTC TC - 3, conforme descritos pelo Dr. Han Jianlin (comunicacédo
pessoal). Desta forma, amplificando um fragmento de 712 bp.

A reacdo da PCR e respectivas concentraces dos reagentes foram as seguintes: 50 ng de
DNA, 2,5 pL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCIl), 1 pL (15 mM) de
MgCl12, 2 pL. da mistura de dNTP (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 uM de cada
iniciador (20 ng/uL), 1,25 unidades de Taq Polimerase e H20 para completar o volume final

de 25 puL. As condicdes de amplificacdo consistiram de 5 minutos de desnaturacdo inicial a
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94°C, 35 ciclos de 45 segundos de desnaturacdo a 94°C, 45 segundos de anelamento a 60°C e
90 segundos de extensdo a 72°C, bem como 10 minutos de extenséo final a 72°C.

O sequenciamento do DNA amplificado foi realizado no analisador genético ABI
3130 DNA Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, USA), e posteriormente
visualizadas e analisadas a partir do software Gene Mapper versdo 3.2.1 com a utilizacdo do
"kit" ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer
Applied Biosystems), que consiste na marcagdo com terminadores fluorescentes, conforme
especificacdes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram alinhadas pelo programa MEGA 4.0 possibilitando a
comparacdo dos alelos encontrados com os ja descritos na literatura para as linhagens

comerciais tipicas.

3.5 RESULTADOS

Noventa e quatro aves (89,52%) apresentaram a mesma sequéncia de DNA, que
corresponde ao haplogrupo A. Oito aves (7,62%) apresentaram uma sequéncia que
corresponde ao haplogrupo C e 3 (2,86%) que corresponde ao haplogrupo E.

Os 94 individuos do haplogrupo A possuiam a mesma sequéncia dos haplotipos A0l e
A08 descritas por Oka et al. (2007), no entanto estas ultimas sequéncias sd&o um pouco
maiores, possuem 1230 bp enquanto que a sequéncia descrita neste trabalho possui 712 bp,
portanto, esta sequéncia foi nomeada de A13. Os haplotipos AOL e A08 foram descritos em
algumas racas de galinha caipira do Japdo. O haplotipo AO1 foi descrito na raca Hinai-dori e
o haplotipo A08 na raca Totenko e na raca ocidental Rhode Island Red (Oka et al., 2007)
(tabela 1).

Os 8 individuos do haplogrupo C possuiam a mesma sequéncia do haplotipo
SLvtHap33 descrito por Silva et al. (2008), no entanto, esta sendo menor (613 bp) do que a
descrita neste trabalho sendo, portanto, nomeado de C10. Este haplétipo foi descrito em aves
indigenas do Sri Lanka (Silva et al., 2008).

Os 3 individuos do haplogrupo E possuiam a mesma sequéncia do haplétipo E10
descrito por Dana et al. (2010) em aves comerciais da Holanda, esta possuindo 365 bp, e
também a mesma sequéncia do haplétipo ch2 descrito por Wei et al. (2008) em galinhas da

raca chinesa Xuefeng Black, e este possuindo 539 bp. Esta sequéncia foi nomeada de E13.
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3.6 DISCUSSAO

Em trabalhos que utilizaram esta mesma amostra de aves caipiras de ovos azuis e
analisaram genes ou marcadores de DNA nuclear (Lima-Rosa et al., 2004 e 2005; Fonteque,
2011; Paludo, 2011) foi detectado um grande polimorfismo génico, bem maior do que o
observado em aves comerciais. Entretanto, na analise do DNA n&o nuclear a amostra de aves
caipiras se mostrou bem menos polimérfica, apenas 3 haplétipos foram detectados, sendo que
quase 90% das galinhas apresentou 0 mesmo, pertencente ao Haplogrupo A.

Algumas consideragdes podem ser feitas quanto a isto. Primeiro, as regides nucleares
analisadas (genes do MHC - Classe | e II; e microssatélites) nos trabalhos acima citados séo
regides que apresentam selecao diversificadora positiva ou neutra, respectivamente (Kaufman
& Wallny, 1995; Stallings et al., 1991), o que favorece ao aumento da variabilidade genética.
A alca-D do mtDNA, apesar de ser, de maneira geral, mais varidvel que o restante do
mMtDNA, possui selecdo negativa para polimorfismo, visto que é uma regido de controle
(Frankham et al., 2008). Segundo, deve ter ocorrido um forte efeito fundador materno na
composicdo das galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis, e este efeito se manteve no
decorrer dos séculos até os dias de hoje. Terceiro, diferentemente dos microssatélites, a alca-
D do mtDNA apresenta um numero muito menor de alelos, é, portanto, uma ferramenta
muito eficaz para tracar a origem materna dos animais (Frankham et al., 2008).

A domesticacdo da galinha ocorreu em um periodo anterior a 5400 aC (Fumihito et
al., 1996; Underhill, 1997). Esta ave foi domesticada através da segregacao proposital de
individuos adquiridos através de populacdes selvagens de Gallus gallus no Sudeste da Asia
(Underhill, 1997).

Apo6s a sua domesticacdo, as galinhas foram levadas a China e a Coréia, onde
surgiram os haplogrupos A e B (Oka et al., 2007). Em estudos realizados no Japdo (Oka et
al., 2007) e na Coréia do Sul (Cho et al., 2010) foi demonstrado que estes haplogrupos estao
bem presentes nas aves estudadas, assim como o haplogrupo C. Assim como no nosso estudo,
foram avaliadas aves que sofreram cruzamentos de forma aleatoria. Posteriormente, a galinha
passou para a Pérsia (Ird), para a Grécia, e depois a Africa e o restante da Europa (Lana,
2000; Moreng & Avens, 1990). A sua dispersdo para as ilhas do pacifico e para o continente
europeu, portanto, ocorreu por volta de 3000 anos atrds (Storey et al., 2012). No Brasil,

oficialmente, ela chegou por volta de 1500 (Albino et al., 2005), entretanto a origem das



30

chilenas Araucanas, que entraram na composi¢do genética das aves caipiras brasileiras, ainda
é incerta e parece ter surgido antes da colonizagdo europeia na América (Storey et al., 2007).

As aves analisadas no nosso trabalho mostraram, em sua grande maioria, haplétipos
que pertencem ao haplogrupo A, de origem chinesa, e ao haplogrupo C, originario do Sudeste
Asiatico. Uma vez que a galinha tenha sido domesticada na Asia, isto demonstra uma forte
ligacdo das aves analisadas neste estudo e as aves asiaticas, sugerindo que a contribuicdo
materna das Araucanas na formacgédo das galinhas caipiras de ovos azuis foi maior do que a
das ancestrais europeias. Assumindo aqui que as Araucanas possuem origem pré-colombiana
e de origem polinésia conforme descrito por Storey et al. (2007).

Por fim, devemos considerar que a populacdo analisada neste estudo ndo representa a
galinha caipira brasileira como um todo, mas uma populacdo do sul do pais, e que, portanto,
estudos com outras populacdes de galinhas caipiras brasileiras sdo necessarios para maiores

consideracoes.

3.7 CONCLUSAO

A origem, pelo menos materna, da galinha caipira brasileira de ovos azuis é, em sua
grande maioria, asiatica, e em apenas 2,86% europeia. Por conservarem os haplotipos do
haplogrupo A (chinés) e C (sudeste asiatico) estas aves mantém uma forte heranca de suas
ancestrais asiaticas. Os resultados obtidos também indicam que estas galinhas caipiras analisadas
apresentam uma variabilidade genética inferior no DNA ndo nuclear do que a apresentada por

elas para 0 DNA nuclear.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, a avicultura brasileira se encontra em uma posicdo de destaque mundial,
possuindo os mais altos padrdes sanitarios, tecnoldgicos e genéticos do mundo. Esta é uma
das maiores e mais importantes atividades do agronegdécio brasileiro.

Além do aumento crescente na producdo desta atividade, vem ocorrendo, por parte
dos consumidores, uma busca por produtos considerados mais saudaveis. Isto torna as aves
caipiras um interessante e lucrativo produto de mercado. Um outro ponto a ser considerado é
que 0 aumento no consumo deste tipo de produto, que é produzido quase que exclusivamente
como agricultura familiar, leva a inclusdo destas familias no mercado de trabalho. Portanto, o
resgate da galinha caipira ndo s6 levou a geracdo de uma mercadoria diferenciada, como
também melhorou a producéo e as condicGes econémicas destas familias incluindo-as neste
mercado. Desta forma, tornou-se importante ao produtor familiar ter uma nogéo de genética e
de métodos de acasalamento destes animais, visando o melhoramento animal e com isso 0
aumento da produgdo com um menor custo. Assim, pesquisas que determinem a variabilidade
genética e o grau de parentesco de galinhas caipiras s@o altamente relevantes.

O mtDNA é uma ferramenta muito eficaz para tracar a origem materna dos animais e
determinar a variabilidade genética ndo nuclear. Pesquisas com mtDNA nas galinhas caipiras
pode auxiliar na determinacdo desta origem e estabelecer quais linhagens maternas compde a
formacdo destas aves. Embora este trabalho ndo tenha de forma alguma englobado todas as
galinhas caipiras brasileiras, estes resultados serviram para tracar a composicdo de uma
pequena parte destas, as quais sdo em sua maioria originarias de racas de origem asiatica.

Desta forma, os resultados apresentados neste trabalho tém como objetivo contribuir
para 0 conhecimento da composicdo genética destas aves e de sua variabilidade genética,
assim como, servir como uma ferramenta para futuros programas de melhoramento genéticos

nestes animais.
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APENDICE:

Tabela 1 — Variacdo de 37 haplétipos da alga-D do mtDNA. Os hapl6tipos no intervalo de A0l a A10
foram descritos por Oka et al. (2007), os haplétipos A1l e A12 por Cho et al. (2008) e o haplétipo
A13 foi descrito em 94 amostras deste trabalho. Os haplétipos CO1 a C08 foram descritos por Oka et
al. (2007), o haplétipo C09 por Cho et al. (2008), o haplétipo C10 foi descrito em 8 amostras deste
trabalho e o hapl6tipo SLvtHap33 foi descrito por Silva et al. (2008). Os haplétipos E1 a E12 foram
descritos por Dana et al. (2010) e o haplétipo E13 foi descrito em 3 amostras deste trabalho.

-4 N o P
e
> N N e
- © © P
> N o N
O N PN
0O ~N B N
0O o NN
[ T SN N
O w &~ N
0O o &~ N
> N BN
> © » N
0O o a N
- B o N
0O u o N
> ® o N
> B N
O o © N
- o o w
- © o w
- © F w
[o B )
> » b W
0O w o w
-4 N o w
O P © w
4 o &~ »
O P P
-4 & N O -

A0l
A02
A03
A04 .. . C

A05

A06

A07 .. . C

A08

A09 .. . C

A10

All

Al2

Al3

C01

C02

C03

C04

C05

C06

co7

C08 . C .

C09 A

C10 ... A
SLvtHap33 .. .. A
El

E2

E3

E4

E5 . . . C

E6 .. . . G
E7

E8

E9 . . . C

E10

Ell ... . C

E12 .. ... A e A -
E13

O > N b ow
> O © ® o

O 0O 0O o0 0000 4 0 w w

- 4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 4 -
O 000 00 060 e
0O 0 000000 o0

®

0O 000000000 0 -

> > >» >» >» >» >» > >» > > > >» >»>» > > >»> > > > >> > > > >> P> oS
O O 0O O O O 0 0O 0O 0 0 0 o0 0 -

O 0O o o o o -

>
o -
(@]

4 ©o © o

-4 &> P N

O 0O 0O o0 o0 o0 o0 o0 o0



