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RESUMO

Galinhas caipiras brasileiras s@o aves rusticas, que, acredita-se, apresentam
elevada diversidade genética. Entretanto, quase ndo ha trabalhos cientificos que
comprovem a suposta alta variabilidade genética das aves caipiras. Trabalhos que
investiguem esta questdo sdo muito importantes, pois a comprovacdo cientifica
deste polimorfismo transforma a manutencdo e conservagcdo destes animais
imprescindivel. O polimorfismo génico é fundamental para a perpetuacdo da
espécie, além de ser fonte de alelos para programas de melhoramento genético de
animais de produgdo. As aves comerciais, por exemplo, perderam muito de sua
variabilidade génica por terem passado por rigorosos processos de selegdo. Mesmo
que estes animais sejam altamente produtivos, algumas caracteristicas relacionadas
a producéo ainda merecem atencdo dos melhoristas, como é o caso da resisténcia a
doencgas. Algumas galinhas caipiras brasileiras colocam ovos azuis. Esta coloragéo
da casca do ovo é caracteristica de uma raca sul-americana de galinhas que
participou da formagéo das aves caipiras nacionais. Este trabalho utilizou quinze loci
de microssatélites para avaliar a variabilidade genética de galinhas caipiras
brasileiras de ovos azuis. Os animais foram provenientes do municipio de Dois
Lajeados — RS. Através da técnica da PCR, os amplicons obtidos com a utilizagdo
de iniciadores marcados com fluoroforos foram genotipados em seqienciador
automatico e os resultados obtidos analisados através do programa estatistico
ARLEQUIN. Foi detectado um total de 168 alelos, com média de 11,2 alelos por
locus, 288 gendtipos, HE=0,76 e HO=0,49. Estes resultados comprovaram a
suspeita de alta variabilidade genética presente em galinhas caipiras brasileiras de

OVOS azuis.

Palavras-chave: galinhas caipiras, ovos azuis, variabilidade genética, DNA

microssatélites, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

Brazilian Caipira chicken are hardy birds that, it is believed, show high genetic
diversity. However, there is almost no scientific studies that prove the alleged high
genetic variability of the Caipira chicken. Studies that investigate this issue are very
important, because the scientific evidence of this polymorphism makes the
maintenance and conservation of these animals essential. The gene polymorphism is
fundamental to the perpetuation of the species, besides being a source of alleles for
genetic improvement programs for livestock. The commercial birds, for example,
have lost much of their genetic variability because they have been through strict
selection processes. Even though these animals are highly productive, some features
related to production still deserve the attention of breeders, such as disease
resistance. Some brazilian (blue-egg Caipira) chicken. This coloration of the egg shell
is characteristic of a South American breed of chickens that participated in the
formation of the native caipira chicken. This study used fifteen microsatellite loci to
assess the genetic variability of brazilian (blue egg caipira) chicken. The animals
were from the city of Two Lajeados - RS. By PCR, the amplicons obtained using a
primer labeled with fluorophores were genotyped in an automatic sequencer and the
results analyzed using the statistical program ARLEQUIN. It was detected a total of
168 alleles with an average of 11.2 alleles per locus, 288 genotypes, HE = 0.76 and
HO = 0.49. These results confirmed the suspicion of high genetic variability in

brazilian (blue egg Caipira) chicken.

Key words: chicken Caipiras, blue egg, genetic variability, DNA microsatellite,

molecular marker.



Introdugéo

1. INTRODUCAO

O Brasil tem apresentando uma posi¢céo de destaque no setor avicola mundial
resultado de uma atividade com alto grau de desenvolvimento tecnoldgico. Os
continuos avancos em genética, sanidade, nutricdo, manejo e ambiéncia, obtidos
tanto em niveis nacionais quanto mundiais, tém sido aplicados no nosso setor
avicola. Os avangos genéticos, por exemplo, sdo frutos dos programas de
melhoramento genético, 0os quais selecionam animais com parametros zootécnicos
de produgédo sucessivamente melhores. Estes programas de melhoramento sé&o
baseados na variagdo genética apresentada pelas populacdes de animais sob
selecdo. Portanto, a variagdo genética é a fonte bésica do melhoramento animal,
pois somente se podera aumentar a freqiiéncia de um alelo (ou de uma combinacéo
génica) favoravel em uma populacéo, e assim melhoré-la geneticamente, se ocorrer
polimorfismo no(s) locus(s) em questdo. Paradoxalmente, oS processos seletivos
que visam parametros produtivos como, por exemplo, desenvolvimento precoce ou
producéo de ovos, geralmente tornam as linhagens muito uniformes, diminuindo,
assim, a variabilidade genética populacional.

Obviamente que, ao se concentrar um determinado alelo favoravel em uma
populagdo, se estara diminuindo a variacdo do locus génico deste alelo, o que é o
objetivo de um programa de melhoramento. O problema é que, ao mesmo tempo em
que isto ocorre, também se diminui a variagdo de locus que ndo estéo relacionados
com a caracteristica sob selecdo. Esta diminuicdo tem afetado caracteristicas como
a resisténcia a doengas que, em geral, ndo sdo consideradas nos programas de
melhoramento animal, e onde a diminuicdo da variacéo ira predispor a populacéo a
se tornar mais suscetivel a doencas.

Recentemente pode-se ter uma nogado da gravidade do problema que pode
ser causado na eventualidade de instalacdo de uma pandemia no setor avicola,
principalmente quando se tem a maioria das aves sensiveis ou pouco resistentes a
patégenos. Um dos casos mais alarmantes foi o da gripe aviaria que, no ano de
2005, em consequéncia das aves infectadas e o risco do contagio humano optou-se
como medida de prevencéo pelo abate de cerca de 80 milhdes de aves (PADUAN,
2005). Surtos de doencas tém deixado produtores e pesquisadores em estado de
alerta e preocupados com a manutencgdo da variabilidade genética das populacdes

locais.
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Nos ultimos anos a avicultura nacional tem se voltado para o resgate desta
diversidade genética e uma série de linhagens mais rusticas, as chamadas linhagens
caipiras, tém sido desenvolvidas por diversas empresas privadas ou 6rgaos publicos.
O objetivo € produzir aves mais resistentes que possam ser criadas em sistemas
extensivos ou de semiconfinamento. Entretanto, quase ndo ha trabalhos cientificos
que comprovem a suposta alta variabilidade genética das aves caipiras, 0 que torna
as pesquisas nesta area imprescindiveis para o aprimoramento da agropecuaria
nacional.

Tais pesquisas visam o melhor conhecimento dos processos genéticos destes
animais, conhecimento esse que é fundamental para o0s programas de
melhoramento animal. Portanto, para o aprimoramento genético das galinhas
caipiras é preciso conhecer a variacdo génica apresentada por estes animais. E, a
partir desta informacdo, iniciar trabalhos que visem o melhoramento genético destas
aves mantendo o polimorfismo em locus onde a variacdo é crucial, o0 que aumentara
a producgdo, tornando esta atividade ainda mais lucrativa. Para aumentar o
conhecimento desta variabilidade é necesséario que novos loci sejam investigados.
Sendo os marcadores moleculares importantes quando se desconhecem os genes
responsaveis por uma caracteristica, pois se pode associé-la a um marcador, o qual

poderd ser utilizado em programas de melhoramento genético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Galinhas caipiras

As galinhas domésticas sdo originarias do Sudoeste da Asia e descendem
Unica ou principalmente, de uma ave silvestre, a galinha Vermelha do Mato (Red
Jungle Fowl), que foi classificada inicialmente como Gallus bankiva (CRAWFORD,
1990) e recentemente como Gallus gallus gallus; ave selvagem ainda encontrada
nas selvas do Sudoeste Asiatico (PICOLI, 2004). Outras espécies como a galinha de
Java (Gallus varius), do Ceildo (Gallus lafayetti) e a de Sonnerat (Galus sonnerati),
para alguns pesquisadores, também contribuiram para o desenvolvimento da
galinha moderna — Gallus gallus domesticus (NISHIBORI et al. 2005; RODRIGUES
et al. 2006).

As galinhas foram introduzidas no Brasil pelos primeiros navegadores
europeus que aqui desembarcaram, por volta de 1500 (GOMES e ALBINO, 1998;
ALBINO et al. 2001). De acordo com a carta histérica escrita por Pero Vaz de
Caminha ao rei de Portugal Dom Manuel, de 22 de abril de 1500, foi de espanto e
admiracdo a reacdo dos indios ao terem contato com 0s primeiros exemplares de
galinhas trazidas ao Brasil (PICOLI, 2004). Entretanto, é provavel que os corsarios
franceses, muito antes do descobrimento, também tenham trazido galinhas, quando
abasteciam seus navios com pau-brasil e animais silvestres e os trocavam por
espelhos, pentes, ferramentas e galinhas que sobravam de suas despensas
(MESQUITA, 1970).

Eles trouxeram racas orientais, mediterraneas e do sul da Europa, que foram
deixadas em liberdade nos quintais das casas, sitios e fazendas. Proporcionando
cruzamentos aleatérios e, desta miscigenagdo de ragas, originaram-se as galinhas
caipiras brasileiras, ou simplesmente, galinhas caipiras (caipira em tupi-guarani
significa “habitante do campo”), que também s&o conhecidas como galinhas crioulas,
da colbnia, de terreiro, de capoeira ou naturalizadas. Algumas destas galinhas

caipiras poem ovos de coloragao azul (Figuras 1, 2 e 3).



Figura 1 - Pintos caipiras de ovos

azuis. (Figura extraida de Lima-Rosa,
2004.)

© M. Dornelles

Figura 2 - Galinhas caipiras que
pbem ovos de coloragdo azul. (Figura
extraida de Lima-Rosa, 2004.)

Figura 3 - Ovos azuis (Figura extraida

do site

http://www.sulave.com.br/azuis 000.ht

m).
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Esta coloracdo da casca do ovo, que vai do azul turquesa ao verde, é
caracteristica de uma raca sul-americana de galinhas chamada Araucana (Figura 4).
Aves oriundas do Noroeste do Chile, da regido de Arauca, a Unica raca de galinhas

gue originalmente pbe ovos azuis.

Fonte: Fazenda

Figura 4 — Casal de galinhas da
raca Araucana que pdem ovos de
coloragdo azul. (Fonte: Site:

WWW fazendacalifornia.com).

Segundo Zhao et al. (2006), a pigmentacdo azul da casca do ovo é resultante
da deposicao de biliverdina, a qual tem como local de biosintese a glandula da
casca do ovo. Sendo a determinacdo do local de biosintese da biliverdina essencial
para o conhecimento do processo bioquimico e base genética da pigmentacao da
casca do ovo. Kennedy e Vevers (1973), observaram que ovos azuis das galinhas
Araucana continham biliverdina-1X, zinco quelato biliverdina e protoporfirina-IX na
casca do ovo. Em uma pesquisa de 108 espécies de aves conduzida por Kennedy e
Vevers (1976), juntamente com a pesquisa de Schwartz et al. (1980), mostraram que
somente biliverdina-1X e zinco quelato biliverdina poderiam ser detectados nos ovos
azuis ou verdes de aves domésticas, ovos de casca marrom continham grandes
guantidades de protoporfirina.

A origem destas aves ainda é incerta, entretanto h& fortes evidencias de que
seja pré-colombiana, ou seja, quando Colombo, Cabral e os demais “descobridores”
das Américas chegaram aqui, estas galinhas ja eram bastante difundidas entre os

indios, em particular entre os sul-americanos (CRAWFORD, 1990;
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http://home.wanadoo.nl/gjosinga/raseng/araucane.htm). Por volta de 1880 estas
aves expandiram-se pelo Brasil e, por mistura, acabaram participando da formagéao
das galinhas caipiras brasileiras (LIMA-ROSA, 2004).

O processo de domesticacao iniciado ha mais de 12.000 anos possibilitou a
utilizacdo dos animais para diversos fins de interesse humano. A producédo de
alimentos foi uma das atividades que mais se desenvolveu gragcas a rigorosos
programas de manejo e melhoramento genético animal que, por conseguinte pés em
risco a diversidade genética das populagdes (SAHAI e VIJH, 2000). Neste contexto,
as galinhas caipiras quase foram exterminadas nos anos de 1930, quando a
avicultura nacional iniciou um processo de transformacao e as aves mais produtivas
comecaram a substituir as galinhas caipiras, substituicbes estas intensificadas nas
décadas de 1960 e 1970, quando linhagens especializadas em ovos (postura), em
carne (corte) ou mistas (dupla aptidao) foram desenvolvidas e a avicultura industrial
estabeleceu-se definitivamente no pais (MORENG e AVENS, 1990; GOMES e
ALBINO, 1998). Na presenca de aves altamente produtivas, as galinhas caipiras nao
tiveram mais espagco e foram preservadas apenas porque permaneceram
esquecidas nas pequenas propriedades do interior (CERRI, 1992).

Nos anos 80 ocorreu uma valorizagdo dos produtos naturais. Tal fato tornou
as galinhas caipiras potencialmente lucrativas, pois, como sdo aves criadas de
maneira mais natural, sdo consideradas mais saudaveis, ndo sendo dependentes de
antimicrobianos ou antiestressantes (CERRI, 1992; GESSULLI, 1999; RAMOS,
1995), o que as coloca na categoria dos “alimentos naturais”. Atualmente essas aves
sdo consideradas alimento nobre em todas as regides do pais, uma vez que a cor,
textura, odor e sabor da carne, aliadas a ovos com caracteristicas organolépticas
especificas, sdo elementos que as diferenciam de outras ragas disponiveis no
mercado (BARBOSA, 2006).

As galinhas caipiras caracterizam-se pela sua alta variabilidade genética e
pela sua grande rusticidade (resisténcia a doencas, a condi¢bes adversas de clima,
temperatura e alimentacdo) (ALBINO et al. 2001). Entretanto, em termos cientificos,
pouco se conhece desta suposta alta variabilidade genética das aves caipiras.
Apenas dois trabalhos cientificos recentes, Lima-Rosa et al. (2004) e Lima-Rosa et
al. (2005) investigaram a variabilidade genética destas aves, e em somente trés loci
génicos. Estes trabalhos demonstraram que estas aves apresentam grande

polimorfismo génico, muito do qual ainda ndo descrito para aves comerciais,
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tornando-as um bom reservatoério genético. Sendo assim, estes organismos séo de

especial atencdo na busca de um maior esclarecimento para esta questao.

2.2. Microssatélites

O estudo genético a partir de marcadores moleculares foi impulsionado pelo
desenvolvimento da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR — Polimerase
Chain Reaction). Descoberta por Mullis, em 1983, a técnica consiste na replicacéo
do DNA in vitro, catalisada por uma DNA polimerase (MULLIS, 1990). A
sensibilidade e simplicidade dessa técnica sdo responséaveis pelo impacto gerado no
desenvolvimento de novos marcadores. O principio de amplificacdo do DNA in vitro
foi entdo, utilizado para o desenvolvimento dos marcadores Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPDs), Amplified Fragment Length Polimorphic (AFLP) e
microssatélites (REGITANO e COUTINHO, 2001; BOREM e CAIXETA, 2006).

Microssatélites, ou seqUéncias microssatélites sdo sequéncias de DNA
moderadamente repetitivo, conhecidos como Simple Sequence Repeats (SSR), que
estdo presentes no genoma de vertebrados, insetos e plantas (CHARLESWORTH et
al. 1994). Apresentam heranca mendeliana codominante e sdo, presumidamente,
neutras em termos seletivos. Em sua maioria, sdo repeticbes de mono, tetra ou,
principalmente, dinucleotideos e estdo localizadas entre os genes ou dentro de
introns (ENGEL et al. 1996). Um alelo de microssatélite é designado conforme a
variacdo no nuimero das pequenas subunidades (1-6 pb) que o compdem ou de
acordo com a homologia de sua sequéncia de bases. O uso destes marcadores de
DNA fundamenta-se no fato deles serem altamente polimoérficos, representando
boas ferramentas para analises de variabilidade genética, e também por que podem
atuar como marcadores de genes de interesse, pois podem estar associados
diretamente a estes genes (COUTINHO, 1999; ENGEL et al. 1996; SCHMIDT e
LEDUR, 1999; YUNIS et al. 2002).

Quando amplificadas via PCR, estas sequiéncias apresentam grande variagao
de comprimento ou de alelos entre os individuos. A principal causa do polimorfismo
encontrado € consequiéncia do deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante
o0 processo de replicacdo (ELLEGREN, 2004). O alto nivel polimérfico, a estabilidade
e a heranga co-dominante (possibilidade de identificacdo de homozigotos e
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heterozigotos) dos microssatélites tornaram esse marcador altamente eficaz em
estudos populacionais (REGITANO e COUTINHO, 2001).

Em 1995 a Food Agriculture Organization (FAO) juntamente com a
International Society of Animal Genetics (ISAG) formaram um grupo de consultores
que elaboraram diretrizes e recomendacdes técnicas para a avaliagdo da
diversidade genética em ragas de animais domésticos. Através de um projeto
intitulado Measurement of Domestic Animal Diversity (MoDAD)
(http://www.fao.org/dad_is) selecionaram uma lista de loci de microssatélites para
estudos de diversidade genética, caracterizacdo de racas de bovinos, ovinos, suinos
e aves. No ano de 2004, a lista foi ampliada com a inclusdo de novos marcadores
(FAO, 2004). Essa iniciativa permite a comparagdo entre estudos de diversas
populagBes devido a possibilidade de uniformizacdo dos dados gerados ao redor do
mundo.

Muitas sdo as suas utilidades e atualmente eles sdo empregados como
marcadores de DNA para estudos de variabilidade genética na maioria das espécies
de animais domésticos. Na avicultura, o uso de microssatélites como marcadores de

variabilidade genética também tem sido bastante utilizado.

2.3. Variabilidade genética

A variabilidade genética é de fundamental importancia para a definicdo de
estratégias de preservacdo e conservacao de grupos genéticos com caracteristicas
Unicas de adaptabilidade, em populagbes que se encontram em risco de extincao
(BARBOSA, 2006).

Segundo Gama (2004), a variabilidade genética total das espécies esta
representada pela contribuicdo da variabilidade intra-racial e inter-racial. Diante
disso, verifica-se a importancia de mensurar a variabilidade genética, visto que a
conservacdo dos recursos genéticos esta efetivamente relacionada com a
manutencdo da variabilidade inter-racial evitando a extingdo das ragas, assim como
a manutencdo da variabilidade genética intrarracial evitando a eros@o genética
(MENEZES, 2005).

Estas ragas geralmente apresentam importancia regional, e podem fornecer
produtos de qualidade superior em termos agroecoldgicos e socioecondmico, se

submetido a praticas de manejo adequadas (SAGRILO, 2002).
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Entretanto, a variabilidade genética encontra-se sob constante pressdo de
selec&o na avicultura industrial (PEREIRA, 2004). O uso intensivo de linhagens na
formacao de hibridos para a produgéo de carne e ovos é uma das principais causas
da diminuicdo da variabilidade genética, da mesma forma que a utilizacdo de
métodos genéticos para purificagdo de linhagens comerciais tem resultado em
alteragOes fisiologicas, tornando as aves menos adaptadas e mais dependentes do
ambiente disponibilizado pelo homem (BOSCHIERO et al. 2007; LEDUR et al. 2007).

Em programas de melhoramento animal, a informacédo quanto a diversidade e
divergéncia genética entre os grupos fenotipicos existentes é essencial para o uso
dos recursos genéticos (PINTO et al. 2005; SARTORIO, 2008). Principalmente,
devido ao fato de muitos caracteres de interesse econdmico terem o seu modo de
heranca mais complexo, com a atuagdo de varios genes de pequeno efeito sobre o
fenotipo (PEREIRA, 2004; RAMALHO, 2008).

Tadano et al. (2007) estudaram a diversidade genética e a relacdo entre nove
racas de galinhas Japonesas de cauda longa (Shoukoku, Koeyoshi, Kurokashiva,
Minohiki, Ohki, Onagadori, Satsumadori, Toumaru e Toutenkou) junto com duas
ragas comerciais (Hjite leghorn e White Plymouth Rock). Foram utilizados 40
marcadores microssatélite polimérficos abrangendo 23 grupos de linhagens, e
observaram que a menor diversidade foi encontrada em Koeyoshi (HO=0,27,
HE=0,29). Esse resultado reflete o presente estado de criagdo da Koeyoshi, em que
o cruzamento endogémico esta normalmente inserido dentro de uma populagdo com
limitagbes geogréficas como no norte do Japdo e que sofreram selecdo para
melhorar a caracteristica do canto do galo.

Vanhala et al. (1998), estudaram a variabilidade genética de oito linhagens de
galinhas (White Legorn, Finnish Landrace, Rhode Island Red e galinhas hibridas),
usando nove marcadores microssatélites. Os resultados demonstraram que todos os
loci de microssatélites foram polimérficos e o nimero de alelos variou entre 4-13 por
locus e 1-10 por linhagem. Observaram ainda heterozigose de 0,00 a 0,91, sendo a
maior heterozigose média por linhagem de 0,67 e a menor de 0,29 em galinhas
hibridas e em White Legorn. Confirmando a utilidade dos microssatélites para a
pesquisa da variabilidade genética, mesmo com a utilizacdo de pequeno niumero de
microssatélites.

Romanov e Weigend (2001), avaliaram a diversidade genética e a distancia

genética entre 224 individuos de 20 populagfes utilizando 14 marcadores de
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microssatélites em galinhas. As informacdes sobre populacdo e relagdo genética
entre as racas estimadas pela andlise de microssatélites foi til inicialmente para
definir objetivos para futuras investigagcfes de variacdo genética e desenvolvimento
de estratégias de conservagao.

Davila et al. (2009), estudaram a variabilidade genética e a divergéncia
genética de 13 racas de galinhas espanholas usando 24 marcadores microssatélites,
e demonstraram que os microssatélites foram Uteis para a determinacéo da variacéo
genética das racas de galinhas mostrando alto grau de polimorfismo, grande
capacidade para discriminar paternidade, e alto grau de diferenciacdo populacional.

Kaya e Yildiz (2008), avaliaram a diversidade genética de galinhas nativas da
Turquia (Denizli e Gerzer) utilizando 10 marcadores microssatélites e observaram
grande variabilidade genética demonstrando que estas racas estdo sendo
preservadas como tentativa de conservagao.

A diversidade genética de 11 populagbes preservadas de galinhas de ragas
nativas foi analisada por 20 marcadores microssatélites com alto polimorfismo por
Gao et al. (2004). Cheng et al. (2003) utilizaram cinco marcadores de microssatélites
com alto polimorfismo para determinar a diversidade genética de sete ragas de
galinhas. Tu et al. (2005) utilizaram trinta marcadores microssatélites com médio e
alto polimorfismo para determinar a diversidade genética de oito ragcas de galinhas
em Sichuan.

Clementino et al. (2010), avaliaram a diversidade genética em 92 galinhas,
distribuidas em quatro popula¢des de galinhas naturalizadas da regido meio-norte
do Brasil (Grauna, Brejeira, Nordestina e Teresina), através do uso de dez loci de
microssatélites que se apresentaram polimorficos; e concluiram com este trabalho
que as populacbes estudadas mostraram grande variabilidade genética, estando
presente a maior variabilidade genética nos grupos Brejeira e Nordestina.

Segundo Mariante e Cavalcante (2006), o processo de formagao das ragas
atuais envolveu a perda e concentracdo de alguma diversidade genética nos
estagios iniciais. Cada raga formada pode ter adquirido uma combinacdo Unica de
alelos, sendo a presenca e a frequéncia das formas alélicas a base da variacdo
entre os individuos. A diversidade genética dentro de cada uma dessas populagbes
formadas € refletida na variedade de racas que existem e também na variagdo
presente dentro de cada uma delas (GAMA, 2006).
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Galinhas nativas s@o conhecidas por serem boas forrageiras (ir & busca de
forragens) e maes eficientes, e requererem o minimo de cuidado para o
desenvolvimento. Elas s&o, entretanto muito adaptadas para crescer sobre
condi¢des controladas. Essas aves necessitam de atengdo especial com respeito a
sua conservacdo e melhoramento, pois estas galinhas nativas estdo tornando-se
extintas devido a sua pobre performance industrial. Conseqlientemente existe a
necessidade de definir populagdes de galinhas e programas de conservagéo e
melhoramento para beneficiar pessoas que moram em &reas rurais. Pode-se
assumir que ragas locais contem genes e alelos pertinentes a sua adaptacdo a
ambientes particulares e criagBes locais. Como racas locais sdo necessarias para
manter a fonte genética permitindo a adaptagdo para cruzamentos imprevistos
requeridos no futuro e podem servir como fonte de material de pesquisa (ROMANOV
e WEIGEND, 2001).

A importancia em manter a diversidade genética em animais domésticos é
defendida mundialmente pela Food and Agriculture Organization (FAO). Nos ultimos
anos na avicultura, somente limitadas ragas que apresentam demanda econdmica
sdo criadas em grande escala. Esta limitagcdo do numero de ragcas provavelmente
resultou em uma diminuicdo da diversidade genética em galinhas domésticas,
devido a essas racas comerciais ou seus hibridos serem gerados durante um curto
periodo de tempo para satisfazer o beneficio econdémico. Por outro lado, ragas
nativas que n&o séo usadas para proposito industrial tém maior diversidade genética
guando comparada com ragas comerciais. Portanto, a conservac¢éo de ragas nativas
como fonte genética é importante para a demanda de cruzamentos necessarios no
futuro (TADANO et al. 2007).
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3. OBJETIVOS

- Investigar a variabilidade genética das galinhas caipiras brasileiras que
pdem ovos azuis em quinze loci de microssatélites;

- Caracterizar geneticamente, através dos resultados encontrados nesta
investigacao, as galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis;

- Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas para estes loci nesta
populacao;

- Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas encontradas para estes loci

nesta populacdo com as ja descritas na literatura para outras populacgdes.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Investigagéo da variabilidade genética de quinze loci de microssatélites em

galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis*
Graziela Vieira Fonteque? e Carlos André da Veiga Lima-Rosa®*

ABSTRACT.- Fonteque, G.V. & Lima-Rosa, C.A.\V. 2011. [Investigation of the
genetic variability of fifteen microsatellite loci in Brazilian (blue-egg Caipira)
chicken.] Investigacdo da variabilidade genética de quinze loci de microssatélites
em galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Departamento de Produgdo Animal, Centro de Ciéncias
Agroveterinéarias, Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, SC 88.520-000,

Brazil. E-mail: grazi.medvet@hotmail.com

The purpose of this study was to investigate the genetic variability of fifteen
microsatellite loci in Brazilian (blue-egg Caipira) chicken. We collected blood samples
from 87 Brazilian (blue-egg Caipira) chicken from properties in rural town of Dois
Lajeados, RS. After extraction of DNA markers were used for fifteen microsatellite
loci: LEIO248, LEIO221, LEIO214, LEIO192, LEIO217, LEIO254, LEIO194, LEIO212,
MCWO0371, ADL0278, LEI0234, MCW0183, MCW0216, MCW0330 and MCWO0081
that were amplified by the technique of Polymerase chain reaction (PCR). Statistical
analysis was conducted using the program ARLEQUIN see 3.5 and determined the
allelic, genotypic and estimates of expected heterozygosity (HE) and observed (HO)
and deviations from Hardy-Weinberg equilibrium for each microsatellite locus. The
results showed a total of 168 alleles (together accounting for 15 alleles of loci), with
fragments ranging from 83 to 490 base pairs, with an average of 11,20+7,38 alleles,
HE 0,76+0,14, and HO 0,49+0.21. We conclude that the microsatellites used are
polymorphic and can therefore be used for genetic studies in chickens. The

population of Caipira blue egg chicken examined gene shows great variability, which
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makes them an important source of genetic resources, which can then be used in

future programs of genetic animal improvement.

INDEX TERMS: Caipira chicken, blue eggs, genetic variability, DNA microsatellite,

molecular markers.

RESUMO- O objetivo deste trabalho foi investigar a variabilidade genética de quinze
loci de microssatélites em galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis. Foram
coletadas amostras de sangue de 87 galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis
provenientes de propriedades da regido rural do municipio de Dois Lajeados, RS.
Apos extracdo do DNA foram utilizados marcadores para quinze loci de
microssatélites: LEI0248, LEI0221, LEIO214, LEI0O192, LEIO217, LEIO254, LEI0194,
LEI0212, MCWO0371, ADL0278, LEI0O234, MCW0183, MCW0216, MCWO0330 e
MCWO0081 que foram amplificados por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A analise estatistica foi conduzida utilizando o programa
ARLEQUIN ver 3.5 e determinadas as frequéncias alélicas, genotipicas e estimativas
de heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO) e desvios do Equilibrio de
Hardy-Weinberg para cada locus de microssatélite. Os resultados demonstraram um
total de 168 alelos (somando os alelos dos 15 loci), com os fragmentos variando
entre 83 e 490 pares de base, com nimero médio de alelos de 11,20+7,38, HE de
0,76+£0,14 e HO de 0,49+0,21. Conclui-se que o0s microssatélites utilizados séo
polimérficos e que podem, portanto, serem utilizados para investigacdes genéticas
em galinhas. A populacdo de galinhas caipiras de ovos azuis analisada apresenta
grande variabilidade génica, o que as torna uma importante fonte de recursos
genéticos, e que poderdo, assim, serem utlizadas em futuros programas de

melhoramento genético animal.

TERMOS DE INDEXACAO: galinha caipira, ovos azuis, variabilidade genética, DNA

microssatélites, marcadores moleculares.

INTRODUCAO
A chegada dos primeiros navegadores europeus ao Brasil em 1500 corresponde a

introducdo das galinhas neste pais (Gomes & Albino, 1998; Albino et al., 2001).
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Racgas orientais, mediterraneas e do sul da Europa trazidas por eles, foram deixadas
em liberdade, e o cruzamento destas racas deu origem as galinhas caipiras
brasileiras, um tipo de ave ndo comercial. Algumas galinhas caipiras pdem ovos
azuis, herangca de uma raga de galinhas sul-americanas, as Araucanas, que, por
mistura, também contribuiram na formag¢@o das caipiras nacionais (Lima-Rosa,
2004). Devido a sua rusticidade e diversidade genética, as galinhas caipiras
brasileiras tém se adaptado a condigcbes adversas de clima, temperatura e
alimentagéo, assim como se destaca sua alta resisténcia a doengas (ALBINO et al.,
2001). Porém, apesar destas caracteristicas, muitas destas populacbes néo
comerciais encontram-se em risco de extingdo, devido, principalmente, a baixa
produtividade. O que torna necessario definir estratégias de preservacdo e
conservacdo destes grupos que apresentam caracteristicas Unicas de
adaptabilidade a ambientes rusticos (Barbosa, 2006). A investigacéo da variabilidade
genética das galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis € uma das maneiras de se
comprovar a importancia da conservagao destes animais para preservacdo da
diversidade da espécie. Tal diversidade ja foi em parte demonstrada por Lima-Rosa
et al. (2004 e 2005) ao analisarem um locus de microssatélites e dois genes do
sistema imune nesta populagdo. Para uma maior definicdo desta variabilidade, um
maior numero de loci deve ser avaliado. Este trabalho realizou esta investigacao
utilizando 15 marcadores microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR).
Marcadores deste tipo sdo indicados nestas analises, pois, em geral, apresentam
elevado polimorfismo (KAISER et al., 2000).

MATERIAIS E METODOS
As andlises da variabilidade dos loci de microssatélites foram realizadas no
Laboratorio de Analises Genéticas (DNA UDESC) do Instituto de Melhoramento e
Genética Molecular da UDESC (IMEGEM) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) localizada no
municipio de Lages, SC. Para as analises experimentais foram utilizadas 87
amostras de sangue de galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis provenientes de
propriedades da regido rural do municipio de Dois Lajeados, RS. A analise dos loci
microssatélites foi realizada ap6s a extracdo do DNA total isolado de amostras de
sangue periférico através do protocolo estabelecido por Sambrook et al. (1989). A

amplificacdo dos fragmentos de DNA desejados foi realizada pela técnica da Reacéo
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em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrita por McConnell et al. (1999), a
partir do DNA total. Foram utilizados iniciadores marcados com fluor6foros para
quinze loci de microssatélites: LEIO234, LEI0248, LEI0221, LEIO214, LEI0192,
LEIO217, LEIO254, LEIO194, LEI0212 (McConnell et al; 1999), MCWO0371 (Fulton et
al; 2006), ADL0278, MCW0183, MCW0216, MCW0330 e MCWO0081 (FAO, 2004). As
misturas para as reagdes da PCR e respectivas concentragdes dos reagentes foram
as seguintes: 50ng de DNA, 2,5uL de tamp&o 10X (100mM Tris-HCI, pH 8,3, 500
mM KCI), 0,5-2 uL (10-40 mM) de MgCl,, 2 uL da mistura de dNTP (0,2mM de dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 1 uM de cada iniciador, 0,25 unidades de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e H,O para completar o volume final de 25 puL. A mistura total
da reacdo PCR foi submetida ao termociclador gradiente modelo Veriti® 96-well
thermalcycler (Applied Biosystems) nas seguintes condicdes de amplificagédo: 1
minuto de desnaturacéo inicial a 96°C; 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a
96°C, 30 segundos de anelamento a 51-58°C (dependendo do par de iniciadores) e
30 segundos de extens&o a 72°C; bem como 3 minutos de extenséo final a 72°C.
Para a tipagem dos microssatélites os produtos amplificados foram submetidos a
genotipagem em seqlenciador automético (ABI 3130 da Apllied Biosystems) as
sequéncias foram analisadas com programa Gene Mapper ID Software v3.2 (Apllied
Biosystems). A analise estatistica foi conduzida utilizando o programa ARLEQUIN
ver 3.5. FreqUéncias alélicas, genotipicas e estimativas de heterozigosidade
esperada (HE) e observada (HO) e desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram

calculados para cada locus de microssatélite.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nivel de marcadores moleculares a diversidade genética de uma
populagdo pode ser mensurada pela frequéncia de gendtipos e alelos, pela
proporcdo de locus polimorficos e pela heterozigosidade esperada e observada
(NEI, 1973).

Os quinze loci de microssatélites utilizados neste estudo mostraram-se
eficientes na amplificagcdo e genotipagem do DNA das galinhas caipiras brasileiras
de ovos azuis. A amplificagdo das amostras de DNA de 87 galinhas caipiras nos
quinze loci de microssatélite gerou um total de 168 alelos (somando os alelos de

cada loci), com os amplicons variando entre 83 e 490 pares de base.
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O numero de alelos de um locus de microssatélite por populacéo de galinhas
pode variar muito, podendo ir de um (monomorfico) até varios (polimorfico) (Cheng
et al., 1995). Considera-se um locus polimérfico quando o alelo mais comum tem
frequéncia inferior a 0,95. A maioria dos loci estudados apresentou alto polimorfismo.
Descrigbes das freqiiéncias alélicas e nimero de alelos encontrados para cada locus
estédo apresentados no Quadro 1.

Este significante polimorfismo da amostra para a maioria dos loci analisados
pode ser evidenciado ao se comparar estes dados com o encontrado para 0S
mesmos loci em outros trabalhos. Por exemplo, Clementino et al. (2010) ao analisar
92 amostras provenientes de quatro grupos populacionais de aves caipiras
nordestinas com o uso de dez loci de microssatélites, encontraram 14-16 alelos para
o locus LEIO192, 8-12 alelos para LEI0221, 9-13 alelos para LEI0217, e 9-10 alelos
para LEIO234, nas populagbes com menor e maior nuamero de alelos
respectivamente. Nasiri et al. (2007) reportaram que o locus MCWO0216 foi
monomorfico e para o marcador ADL0278 descreveram 3 alelos em uma popula¢ao
de galinhas nativas iranianas. Em outra populagdo de aves nativas iraniana, Nassiri
et al. (2007) detectaram trés alelos para o MCWO0081, dois alelos para o ADL027, e
apenas um alelo para o MCWO0216. Nas caipiras de ovos azuis encontrou-se 19
alelos para os loci LEI0192 e LEIO217, 14 para LEIO221, 12 para LEI0O234, e cinco
para MCWO0081, MCWO0216 e ADL0278.

Um nimero méaximo de 28 alelos foi detectado para o marcador LEI0212.
Uma variacdo deste nivel pode significar que este locus encontra-se em uma regido
de elevada taxa de mutacdo ou de selegdo positiva a mutagdo. O marcador
MCWO0371, por exemplo, apresentou 17 alelos na amostra. Este microssatélite esta
mapeado no microcromossomo 16, numa posicdo muito proxima a regido B-F/B-L
(MHC da galinha) (Fulton et al., 2006) que possui selecdo favoravel a perpetuacao
de mutacdes. Alguns loci, no entanto, apresentaram baixo polimorfismo. O nimero
minimo de dois alelos foi encontrado para os marcadores LEI0254 e MCWO0330,
possivelmente estes loci encontram-se em regides de baixa ocorréncia de mutacéo
ou de selegdo negativa a mutagao.

Também em relacdo ao nimero médio de alelos por populagéo para todos os
loci analisados nota-se o alto polimorfismo da amostra estudada. No presente
trabalho observou-se uma média de 11,2 alelos, notoriamente superior & maioria dos

trabalhos que tem relatado variabilidade de microssatélites em galinhas. Para
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galinhas de raca ou linhagens comerciais (corte ou postura) o niumero médio de
alelos por locus variou entre 1,3 e 8,1 nas analises de Croojimans et al. (1996),
Davila et al. (2009); Emara et al. (2002), Groen et al. (1994), Hillel et al. (2003),
Kaiser et al. (2000), Liu et al. (2008), Vanhala et al. (1998) e Zhang et al. (2002).
Para aves ndo comerciais tem se observados valores entre 3,4 a 9,3 alelos médios
por locus (HILLEL et al., 2003; KAYA et al., 2008; NASIRI et al., 2007; NASSIRI et
al., 2007; SHAHBAZI et al., 2007; ZHANG et al. 2002). O numero de alelos por loci
em aves ndo comerciais em geral sdo mais elevados do que em comerciais devido a
forte pressdo de selecéo artificial que estas Ultimas sofrem, entretanto na populagéo
aqui analisada estes valores foram ainda maiores demonstrando a enorme
diversidade genética das galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis.

A combinagdo de alelos dos 15 loci produziu 288 gendtipos (somando-se
cada um dos genotipos encontrados para cada locus), sendo 40 genotipos
encontrados para o locus LEI0192 o qual apresentou o maior nimero (Quadro 2). O
locus LEIO254 demonstrou menor niumero de gendtipos, apenas trés. Os genotipos
que apresentaram maior frequéncia génica para os respectivos loci estudados foram:
LEI0248 gendtipo 238/238 (17,44%), LEI0221 gendtipo 185/205 (9,2%), LEI0214
gendtipo 139/139(17,39%), LEI0192 gendtipo 250/250 (12,05%), LEI0217 gendtipo
178/242 (12,5%), LEIO254 gendtipo 83/83 (73,56%), LEI0O194 genotipol57/157
(27,27%), LEIO212 gendtipo 362/362 (22,08%), MCWO0371 gendtipo 199/199
(18,84%), ADL0278 gendtipo 114/114 (34,88%), LEI0234 gendtipo 284/288 (25%),
MCWO0183 gendtipo 292/310 (36,49%), MCW0216 gendtipo 138/138 (32,76%),
MCWO0330 gendtipo 265/273 (44,29%) e MCW0081 gendtipo 109/130 (27,71%).

A heterozigosidade esperada (HE), definida por Nei (1973) como a
probabilidade que dois alelos escolhidos ao acaso de uma populagdo sejam
diferentes, e a heterozigosidade observada (HO), propor¢cdo de individuos
heterozigotos observados nas amostras da populagéo (Belkhir et al., 1999), podem
ser consideradas medidas de variabilidade genética muito eficiente. A
heterozigosidade de um marcador € a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto no locus marcador, este pardmetro depende do ndmero de alelos e da
frequéncia destes na populagdo. Segundo Ott (1992) um marcador é considerado
polimorficamente informativo quando apresenta heterozigosidade maior que 70%.
Para Menezes (2005) a heterozigosidade média observada é considerada elevada

guando apresenta valores superiores a 0,7 e reduzida com valores inferiores a 0,5,
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j& para heterozigosidade média esperada, valores superiores a 0,5 indicam elevada
diversidade genética dos marcadores.

As médias de heterozigosidades esperada (HE) e observada (HO) foram
respectivamente 0,76 e 0,49 na amostra do presente trabalho (Quadro 1). Para aves
comerciais (ragas ou linhagens) tém sido observados valores médios de HE entre
0,00 (para linhagens altamente endogamicas) a 0,74 e HO entre 0,00 a 0,67
(DAVILA et al., 2009; HILLEL et al., 2003; TADANO et al., 2007; VANHALA et al.,
1998; ZHANG et al.,, 2002; ZHOU & LAMONT, 1999 e LIU et al.,, 2008). Para
galinhas ndo comerciais os valores ficam em torno de 0,56 a 0,86 para HE e entre
0,38 a 0,63 para HO (HILLEL et al., 2003; KAYA et al., 2008; NASIRI et al., 2007,
NASSIRI et al., 2007; SHAHBAZI et al., 2007; ZHANG et al., 2002). Os dados da
presente amostra sdo compativeis com o0s valores encontrados em aves nao
comerciais.

Os valores de HE encontrados por loci variaram de 0,35 a 0,89, e os valores
de HO de 0,08 a 0,82. O maior valor de HE encontrado foi para o locus LEI0192, o
maior valor de HO encontrado para o locus LEI0221, e os menores valores de HE e
HO encontrados para o locus LEI0O254. Somente este ultimo locus apresentou HE
menor que 0,5. A HO foi menor do que a HE em todos os loci estudados. As
heterozigosidades esperada e observada, os valores de P e do desvio padréo
encontram-se descritos no Quadro 3.

Os marcadores LEIO221 e LEIO248 apresentaram elevado grau de
heterozigosidade observada, com valores superiores a 0,7. Apresentando valores
intermediarios entre 0,7 e 0,5 os marcadores LEI0192, LEI0217, ADL278, LEI0234,
MCw0183, MCWO0081, e MCWO0330. No entanto os marcadores LEI0214,
MCWO0371, LEIO254, LEI0O194, LEIO212, e MCW0216 apresentaram nivel reduzido
de heterozigosidade observada, com valores inferiores a 0,5. Sessenta por cento
dos marcadores apresentou HO superior a 0,5. Para heterozigosidade esperada, a
grande maioria dos loci (93,3%) apresentou valor superior a 0,5. Estes dados
indicam uma elevada diversidade genética dos marcadores analisados.

Os quinze loci estudados apresentaram desvio do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) para a populacido em estudo. Segundo Menezes (2005) os desvios
de EHW podem ser devidos a diversos fatores como: acasalamentos direcionados,

subdivisbes dentro das populagdes, antepassados comuns, sele¢cdo natural ou
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artificial, migracdo ou fluxo de genes a partir de populagdo externa, além da
presenca de alelos nulos ndo detectaveis experimentalmente.

Uma caracteristica comum em aves caipiras é o tipo de sistema de criagdo a
que estas sao submetidas: criagdo extensiva onde pequenas populagcbes séo
criadas livres em fundos de quintal. Geralmente ndo sdo utilizadas vacinagdes ou
antibidticos na criagcdo e os animais sobrevivem a qualquer desafio sanitario ou de
condigbes ambientais adversas pela propria resisténcia. Estas populacdes
pequenas, geralmente apresentam numero reduzido de individuos com alto grau de
parentesco e utilizacdo de poucos reprodutores machos (que geralmente s&o
selecionados pela beleza ou porte fisico), o que predispde muito a taxas altas de
consanguinidade.

As galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis apresentam este sistema de
criagdo comum das aves caipiras, logo sdo populagdes pequenas, endogamicas,
submetidas tanto a sele¢do natural como artificial o que pode justificar estar em
desvio do EHW.

A ocorréncia de desvios quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg também foi
verificada em diversos trabalhos (Granevitze et al., 2007; Davila et al., 2009; Liu et
al., 2008; Nassiri et al., 2007; Nasiri et al., 2007; Vij et al., 2006).

Diante de uma andlise geral, os valores de numero médio de alelos e
heterozigosidades médias encontrados neste estudo sugerem que existe elevada
variabilidade genética em galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis. Esta elevada
variabilidade genética faz com que seja de extrema importdncia a conservagéo
destes animais como fonte de recursos genéticos. Estes recursos poderdo, no
futuro, serem utilizados em programas de melhoramento genético animal de
galinhas.

Segundo Blackburn, (2006) devido a séculos de domesticagdo e cruzamentos
direcionados, existe hoje grande nimero de ragas de galinhas. Entretanto, muitas
destas ragas de galinhas locais estdo sob ameacga de extingédo, e genotipos valiosos

assim como caracteristicas genéticas estéo sob risco de serem perdidos.

CONCLUSAO

As galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis demonstraram elevada variabilidade

genética para os loci analisados, o que as capacita como fonte de recursos
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genéticos e, para tanto, devem ser conservadas. Os microssatélites utilizados nas
analises foram significativamente polimoérficos, demonstrando alta variacdo na
amostra (excetuando os marcadores LEI0254 e MCWO0330). Os microssateélites
LEIO192, LEIO194;, LEIO212; LEIO214, LEIO217, LEIO221, LEIO234, LEI0248,
MCWO0183 e MCWO0371, apresentaram alto polimorfismo e, portanto, capacitam-se
para serem utilizados em andlises de variabilidade genética populacional,
caracterizagcdo de ragas e determinacdo de perfil individual, auxiliando em

programas de conservagao de recursos genéticos e melhoramento animal.
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Quadro 1 — Distribuicao da freqiiéncia Quadro 1 — Distribuicao da freqiiéncia

alélicaem cada locus. alélica em cada locus. Continua
Locus Alelos Freqiéncia Locus Alelos Freqiéncia
Alélica Alélica
LEI0248 210 0.00575 298 0.02299
214 0.00575 306 0.01149
222 0.00575 334 0.00575
226 0.05747 338 0.00575
230 0.01724 342 0.05747
234 0.13793 346 0.10920
238 0.40805 350 0.14943
242 0.05172 378 0.01149
246 0.06897 Total 19
250 0.20690 MCWO0371
254 0.00575 98 0.01149
258 0.01724 101 0.02874
Total 12 103 0.00575
LEI0221 188 0.00575
125 0.00575 198 0.01149
169 0.00575 199 0.20690
177 0.00575 200 0.01149
185 0.25862 201 0.13793
193 0.09770 202 0.19540
197 0.01149 203 0.10345
201 0.09770 204 0.01149
205 0.12644 205 0.00575
209 0.02299 209 0.02299
213 0.07471 218 0.01149
221 0.08046 220 0.00575
225 0.03448 223 0.01149
229 0.13218 229 0.00575
233 0.04598 Total 17
Total 14 LEI0217
LEIO214 174 0.03448
127 0.04598 178 0.09770
135 0.01149 194 0.00575
139 0.26437 198 0.00575
143 0.05172 206 0.01149
147 0.00575 210 0.00575
151 0.00575 214 0.02299
155 0.02874 218 0.06897
159 0.06322 222 0.01149
163 0.00575 226 0.01149
167 0.01149 230 0.07471
267 0.27011 234 0.05172
275 0.00575 238 0.02299
279 0.02299 242 0.09195
Total 13 254 0.08046
LEI0192 286 0.01149
230 0.00575 290 0.01724
242 0.00575 294 0.01149
250 0.21839 330 0.00575
254 0.10920 Total 19
262 0.00575 LEI0254
266 0.06322 83 0.77586
270 0.02299 87 0.22414
282 0.01149 Total 2
286 0.05172 LEIO194
290 0.08046 125 0.15517

294 0.00575 129 0.00575
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Locus Alelos Freqiéncia Locus Alelos Freqiéncia
Alélica Alélica
133 0.04598 304 0.02874
153 0.16667 Total 12
157 0.20690 MCWO0183
161 0.02299 292 0.39080
177 0.01149 296 0.12644
181 0.01724 300 0.00575
Total 8 304 0.04023
LEI0212 310 0.22414
310 0.00575 318 0.05747
330 0.01724 396 0.00575
338 0.01149 Total 7
350 0.01149 MCWO0216
354 0.06322 124 0.01149
358 0.12069 126 0.14943
362 0.29885 138 0.33908
366 0.01724 140 0.15517
370 0.02299 142 0.01149
374 0.01149 Total 5
378 0.03448 MCWO0330
382 0.01724 265 0.3448
386 0.01724 273 0.2874
390 0.00575 285 0.1724
398 0.04598 Total 3
406 0.02874 MCWO0081
414 0.01149 109 0.35632
418 0.00575 118 0.04023
422 0.00575 124 0.14943
434 0.01149 127 0.01724
438 0.00575 130 0.39080
442 0.00575 Total 5
446 0.04023
450 0.03448
454 0.00575
458 0.00575
486 0.00575
490 0.01724
Total 28
ADL278
102 0.07471
104 0.13793
106 0.01149
110 0.15517
114 0.60920
Total 5
LEI0234
208 0.01149
212 0.11494
256 0.00575
268 0.00575
276 0.03448
280 0.02874
284 0.21839
288 0.31609
292 0.09195
296 0.05747
300 0.05172
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Quadro 2 — Distribuicao da freqiéncia
génica por locus. Genétipos baseados no
tamanho do alelo em pares de base.

Locus Genotipos N (%) Continua.

LEIO248 Locus Genoétipos N (%)
210/226 1 1,16 LEIO214
214/222 1 1,16 127/139 8 11,59
226/238 7 8,14 135/135 1 1,45
226/258 2 2,33 139/139 12 17,39
230/234 2 2,33 139/143 1 1,45
230/246 1 1,16 139/155 1 1,45
234/234 5 5,81 139/167 2 2,90
234/238 6 6,98 139/267 9 13,04
234/250 6 6,98 139/275 1 1,45
238/238 15 17,44 143/143 4 5,80
238/242 4 4,65 147/159 1 1,45
238/246 8 9,30 151/163 1 1,45
238/250 16 18,6 155/155 1 1,45
242/242 1 1,16 155/267 2 2,90
242/250 2 2,33 159/159 5 7,25
242/258 1 1,16 267/267 18 26,09
246/250 3 3,49 279/279 2 2,90
250/250 4 4,65 Total 16 69 100,00
250/254 1 1,16 LEI0192

Total 19 86 100,00 286/350 1 1,20

LEI0221 346/350 5 6,02
125/221 1 1,15 254/350 1 1,20
169/185 1 1,15 254/270 2 2,41
177/197 1 1,15 266/286 1 1,20
185/185 6 6,90 270/286 1 1,20
185/193 4 4,50 242/350 1 1,20
185/201 5 5,75 262/294 1 1,20
185/205 8 9,20 250/350 2 2,41
185/213 6 6,90 250/286 5 6,02
185/221 1 1,15 282/298 1 1,20
185/225 2 2,30 250/250 10 12,05
185/229 2 2,30 230/250 1 1,20
185/233 4 4,50 334/338 1 1,20
193/201 3 3,45 254/346 3 3,61
193/205 1 1,15 290/342 1 1,20
193/209 2 2,30 290/350 1 1,20
193/221 3 3,45 306/342 2 2,41
193/225 1 1,15 298/350 1 1,20
193/229 3 3,45 286/342 1 1,20
197/201 1 1,15 298/342 1 1,20
201/205 2 2,30 250/298 1 1,20
201/229 5 5,75 250/290 4 4,82
201/233 1 1,15 266/350 2 2,41
205/205 4 4,50 250/282 1 1,20
205/229 3 3,45 266/342 1 1,20
209/213 1 1,15 250/266 2 2,41
209/229 1 1,15 342/342 1 1,20
213/221 3 3,45 250/342 1 1,20
213/225 3 3,45 266/266 2 2,41
221/221 3 3,45 254/290 5 6,02
229/229 3 3,45 254/266 1 1,20
229/233 3 3,45 346/346 3 3,61

Total 31 87 100,00 350/350 6 7,23

250/342 1 1,20
254/254 3 3,61
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Quadro 2 — Distribuicao da freqiéncia
génica em cada locus. Gendétipos
baseados no tamanho do alelo em pares

de base. Continua

Locus Genoétipos N (%) Locus Genoétipos N (%)
270/346 1 1,20 226/226 1 1,79
290/346 3 3,61 214/234 1 1,79
254/378 1 1,20 178/286 1 1,79
346/378 1 1,20 178/178 1 1,79

Total 40 83 100,00 286/330 1 1,79

MCWO0371 194/234 1 1,79

98/101 1 1,45 214/290 3 5,36
220/229 1 1,45 178/234 1 1,79
98/103 1 1,45 218/230 2 3,57
199/201 2 2,90 178/254 1 1,79
199/199 13 18,84 Total 35 56 100,00
223/223 1 1,45 LEIO254
199/205 1 1,45 83/83 64 73,56
200/200 1 1,45 83/87 7 8,05
209/209 2 2,90 87/87 16 18,39
101/101 2 2,90 Total 3 87 100,00
202/203 4 5,80 LEIO194
199/203 4 5,80 125/125 8 14,55
203/203 5 7,25 125/129 1 1,82
218/218 1 1,45 125/133 2 3,64
201/201 10 14,49 125/153 5 9,09
202/202 12 17,39 125/157 3 5,45
203/204 1 1,45 133/133 2 3,64
201/202 1 1,45 133/157 1 1,82
198/201 1 1,45 153/153 11 20,00
199/202 3 4,35 153/157 1 1,82
198/202 1 1,45 157/157 15 27,27
188/204 1 1,45 157/181 1 1,82
Total 22 69 100,00 161/161 2 3,64
LEIO217 177/177 1 1,82
198/2061 1 1,79 181/181 1 1,82
238/238 1 1,79 133/153 1 1,82
230/242 1 1,79 Total 15 55 100,00
178/218 1 1,79 LEIO212
230/254 2 3,57 330/362 1 1,30
222/242 1 1,789 330/450 2 2,60
178/242 7 12,5 338/438 1 1,30
234/254 3 5,36 354/354 5 6,49
178/230 2 3,57 354/382 1 1,30
242/254 3 5,36 358/358 8 10,40
254/254 2 3,57 358/362 2 2,60
218/238 1 1,79 358/386 1 1,30
230/230 2 3,57 358/442 1 1,30
234/242 1 1,79 362/362 17 22,08
222/230 1 1,79 362/370 1 1,30
218/242 2 3,57 362/386 1 1,30
218/234 1 1,79 362/398 5 6,49
206/210 1 1,79 362/406 5 6,49
234/238 1 1,79 362/414 1 1,30
218/218 1 1,79 362/450 1 1,30
174/254 1 1,79 362/458 1 1,30
174/218 3 5,36 366/390 1 1,30
174/230 1 1,79 370/370 1 1,30
174/242 1 1,79 370/434 1 1,30
178/294 2 3,57 378/454 1 1,30
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Quadro 2 — Distribuicdo da freqiiéncia Quadro 2 — Distribuicao da freqiéncia
génica em cada locus. Gendtipos génica em cada locus. Gendétipos
baseados no tamanho do alelo em pares baseados no tamanho do alelo em pares
de base. Continua de base. Continua

Locus Genoétipos N (%) Locus Genétipos N (%)
378/486 1 1,30
382/398 1 1,30 MCW183
382/450 1 1,30 292/292 15 20,27
386/418 1 1,30 292/296 8 10,81
398/398 1 1,30 292/310 27 36,49
446/490 1 1,30 292/318 2 2,70
450/450 1 1,30 296/310 3 4,05
490/490 1 1,30 304/310 2 2,70
310/338 1 1,30 304/318 2 2,70
350/350 1 1,30 310/318 6 8,11
366/366 1 1,30 396/310 1 1,35
374/434 1 1,30 292/304 1 1,35
378/446 4 5,19 296/296 5 6,75
358/414 1 1,30 296/304 1 1,35
374/422 1 1,30 300/304 1 1,35
446/446 1 1,30 Total 13 74 100,00

Total 37 77 100,00 MCW216

ADL278 124/138 2 3,45
102/114 13 15,12 126/126 1 1,72
104/104 4 4,65 126/138 16 27,59
104/110 2 2,32 126/140 8 13,79
104/114 14 16,28 138/138 19 32,75
106/110 1 1,16 138/140 3 5,17
106/114 1 1,16 140/140 7 12,07
110/110 3 3,49 140/142 2 3,45
110/114 18 20,93 Total 8 58 100,00
114/114 30 34,88 MCWO0330

Total 09 86 100,00 265/265 8 11,43

LEI0234 265/273 31 44,29
208/212 1 1,19 265/285 13 18,57
208/292 1 1,19 273/273 8 11,43
212/212 3 3,57 273/285 3 4,29
212/284 3 3,57 285/285 7 10,00
212/288 5 5,95 Total 6 70 100,00
212/292 2 2,38 MCWO0081
212/296 3 3,57 109/109 13 15,66
256/292 1 1,19 109/124 11 13,25
268/288 1 1,19 109/127 2 2,41
276/276 3 3,57 109/130 23 27,71
280/284 2 2,38 118/130 7 8,43
280/292 2 2,38 124/124 1 1,20
280/296 1 1,19 124/130 13 15,66
284/284 5 5,95 127/130 1 1,20
284/288 21 25,00 130/130 12 14,46
284/300 2 2,38 Total 9 83 100,00
288/288 11 13,09
288/296 2 2,38
288/304 4 4,76
292/292 4 4,76
292/300 1 1,19
292/304 1 1,19
296/296 1 1,19
296/300 2 2,38
300/300 2 2,38

Total 25 84 100,00
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Quadro 3 — Polimorfismo de 15 loci de microssatélites em 87 amostras de DNA

de galinhas caipiras de ovos azuis.

Locus Na" Ho? He® T'(pb) Valorde P>  sd.
LEI0248 12 0.70115 0.76447 210-258 0.00000 0.00000
LEIO221 14 0.81609 0.86944 125-233 0.00000 0.00000
LEIO214 13 0.29885 0.80845 127-279 0.00000 0.00000
LEIO192 19 0.66667 0.89104 230-378 0.00000 0.00000
MCWO0371 17 0.26437 0.84905 98-229 0.00000 0.00000
LEIO217 19 0.55172 0.83702 174-330 0.00000 0.00000
LEIO254 02 0.08046 0.34981 83-87 0.00000 0.00000
LEIO194 08 0.17241 0.77138 125-181 0.00000 0.00000
LEIO212 28 0.45977 0.87403 310-490 0.00000 0.00000
ADL278 05 0.56322 0.58328 102-114 0.00894 0.00011
LEIO234 12 0.63218 0.82526 208-304 0.00000 0.00000
MCW0183 07 0.62069 0.75809 292-396 0.00000 0.00000
MCW0216 05 0.35632 0.73145 124-142 0.00000 0.00000
MCWO0330 02 0.54023 0.73483 265-285 0.00000 0.00000
MCWO0081 05 0.65517 0.69796 109-130 0.00000 0.00000
Média 11,20 0,49195 0,75637

s.d. 7,38 0,21266 0,13819

'Ntmero de alelos por locus.

’Frequéncia de heterozigosidade observada.
®Frequéncia de heterozigosidade esperada.
“Tamanho do alelo em pares de base.

*Locus em desequilibrio (P<0,05).
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5. CONCLUSAO GERAL

A investigacao da variabilidade genética em uma amostra de 87 galinhas caipiras de
0VvVos azuis, com a utilizacao de quinze loci de microssatélites, possibilitou comprovar
a suspeita de que galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis apresentam alta
variabilidade genética. A eficiente amplificacdo dos loci analisados possibilitou a
genotipagem de 168 alelos, no conjunto dos 15 loci, e a combinagdo destes gerou
um total de 288 gendtipos (somando-se cada um dos gendtipos encontrados para
cada locus). Foram encontrados 11,2 alelos por locus em média na populacao. Estes
dados quando comparados a outros trabalhos da literatura demonstram o elevado
polimorfismo presente nesta populacdo. Valores de frequéncias alélicas e
genotipicas observados para cada locus, em relacdo aos trabalhos descritos na
literatura, também se apresentaram superiores. A média de heterozigosidade
esperada (HE)=0,76 representa a elevada probabilidade de encontrarmos dois alelos
diferentes nesta populagdo, quando escolhidos ao acaso, sendo HE o parametro
mais largamente utilizado para mensurar a diversidade genética dentro de uma
populacdo. Assim, a partir deste elevado polimorfismo encontrado, podemos
caracterizar estas aves como potencias mantenedoras da diversidade genética de
galinhas, muito reduzida na avicultura industrial com uso intensivo de aves de

linhagens comerciais.
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6. ANEXO

Quadro 4- Caracteristicas dos loci de microssatélites utilizados.

Locus Nfalelos Tamanho Primer Forward Ta MgCI2 PCR Localizagcéo Referéncia
alelos Primer Reverse °C) (mM) Product no mapa
(3 -5) (uL) sizec
LEIO214 [f] TGCCTCGTCTTACTGAGTGA 51 15 Cromossomo McConnell et al.,
[r] GATCAAGCACTGTATTTTATTC 1 (1999)
LEI0214 13 127-279 [f] TGCCTCGTCTTACTGAGTGA 48 15 X Fonteque et al.,
[r] GATCAAGCACTGTATTTTATTC 1,25 (2010)
LEI0248 [f] TTTGAAAGTGACCATGATTCTG 51 1 X McConnell et al.,
[r] AAGCAGTTTCCAAGCTAAGAAC (1999)
LEI0248 12 210-258 [f] TTTGAAAGTGACCATGATTCTG 56 15 X Fonteque et al.,
[r] AAGCAGTTTCCAAGCTAAGAAC 1,33 (2011)
LEIO221 [f] CCTTTATCCACTCTTCATGCAC 58 10 Cromossomo McConnell et al.,
[r] TGCATAAATTCCATGGGTAAGC 1(C1) (1999)
LEI0221 14 125-233 [f] CCTTTATCCACTCTTCATGCAC 54 15 X Fonteque et al.,
[r] TGCATAAATTCCATGGGTAAGC 0,5 (2011)
LEI0192 [f] TGCCAGAGCTTCAGTCTGT 55 10 Cc21 McConnell et al.,
[F] GTCATTACTGTTATGTTTATTGC (1999)
LEI0192 19 230-378 [f] TGCCAGAGCTTCAGTCTGT 54 15 X Fonteque et al.,
[F] GTCATTACTGTTATGTTTATTGC 0,5 (2011)
MCWO0371 [[] CTGCTCCGAGCTGTAATCCTG X
[F] TTTCATGGCATCCTAAGATG
MCWO0371 17 98-229 [f] CTGCTCCGAGCTGTAATCCTG 56 15 X Fonteque et al.,
[F] TTTCATGGCATCCTAAGATG 0,75 (2011)
LEIO217 [[] GATGACTGAGAGAAATAACTTG 51 15 Cromossomo McConnell et al.,
[r] AAATTACTGAGGCACAGGAG 1(C1) (1999)
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Quadro 4— Caracteristicas dos loci de microssatélites utilizados. Continua.

Locus Nfalelos Tamanho Primer Forward Ta MgCI2 PCR Localizagcéo Referéncia
alelos Primer Reverse °C) (mM) Product no mapa
(3 -5) (uL) sizec
LEIO217 19 174-330 [f] GATGACTGAGAGAAATAACTTG 51 15 X Fonteque et al.,
[r] AAATTACTGAGGCACAGGAG 0,75 (2011)
LEI0254 [f] AGACCACTGGCTCCAACTC 55 15 91 X McConnell et al.,
[F] GTCTGGAACTCATCCTTCATC (1999)
LEI0254 2 83-87 [f] AGACCACTGGCTCCAACTC 54 15 X Fonteque et al.,
[F] GTCTGGAACTCATCCTTCATC 0,75 (2011)
LEI0194 [f] TCCTTGGCATGTACATATGA 52 15 163 X McConnell et al.,
[[] ACTGCATGTTCTTTGATAGGC (1999)
LEI0194 8 125-181 [f] TCCTTGGCATGTACATATGA 48 15 X Fonteque et al.,
[F] ACTGCATGTTCTTTGATAGGC 0,75 (2011)
LEIO212 [f] TTTGCCAATCCCTATTGAGC 51 25 244 X McConnell et al.,
[[] TTTTCATATTTGTGGCGTGC (1999)
LEI0212 27 310-490 [f] TTTGCCAATCCCTATTGAGC 51 15 X Fonteque et al.,
[[] TTTTCATATTTGTGGCGTGC 1,25 (2011)
ADL0278 114-126 [f] CCAGCAGTCTACCTTCCTAT 60 Cromossomo FAO (2004)
[F] TGTCATCCAAGAACAGTGTG 8
ADL0278 5 102-114 [f] CCAGCAGTCTACCTTCCTAT 55 15 X Fonteque et al.,
[F] TGTCATCCAAGAACAGTGTG 0,75 (2011)
LEIO234 [f]l ATGCATCAGATTGGTATTCAA 50 15 289 Cromossomo2  McConnell et al.,
[F] CGTGGCTGTGAACAAATATG (C2) (1999)
LEI0234 12 208-304 [f] ATGCATCAGATTGGTATTCAA 15 X Fonteque et al.,
[F] CGTGGCTGTGAACAAATATG 0,75 (2011)
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Quadro 4— Caracteristicas dos loci de microssatélites utilizados. Continua.

Locus Nfalelos Tamanho Primer Forward Ta MgCI2 PCR Localizagcédo Referéncia
alelos Primer Reverse °C) (mM) Product no mapa
3 -5) (uL) sizec
X
MCWO0183 296-326 [f{] ATCCCAGTGTCGAGTATCCGA 58 Cromossomo FAO (2004)
[r] TGAGATTTACTGGAGCCTGCC 7
MCWO0183 7 292-396 [f] ATCCCAGTGTCGAGTATCCGA 58 15 X Fonteque et al.,
[r] TGAGATTTACTGGAGCCTGCC 0,75 (2011)
MCWO0216 139-149 [f] GGGTTTTACAGGATGGGACG 60 Cromossomo FAO (2004)
[F] AGTTTCACTCCCAGGGCTCG 13
MCWO0216 6 124-142 [f] GGGTTTTACAGGATGGGACG 57 15 X Fonteque et al.,
[F] AGTTTCACTCCCAGGGCTCG 0,75 (2011)
MCWO0330 256-300 [f[]TGGACCTCATCAGTCTGACAG 60 Cromossomo FAO (2004)
[F] AATGTTCTCATAGAGTTCCTGC 17
MCWO0330 3 265-285 [f[[TGGACCTCATCAGTCTGACAG 55 15 X Fonteque et al.,
[F] AATGTTCTCATAGAGTTCCTGC 0,75 (2011)
MCWO0081 112-135 [f] GTTGCTGAGAGCCTGGTGCAG 60 Cromossomo FAO(2004)
[F] CCTGTATGTGGAATTACTTCTC 5
MCWO0081 5 109-130 [f] GTTGCTGAGAGCCTGGTGCAG 55 15 X Fonteque et al.,
[r] CCTGTATGTGGAATTACTTCTC 0,75 (2011)

X, Locus nao informativo na familia.



