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RESUMO

A criacao de galinhas é fundamental na vida dos pequenos agricultores rurais do Brasil,
principalmente porque s&o cruciais para a economia de subsisténcia. O presente estudo
tem como objetivo analisar perfil genético de comunidades rurais localizadas em Campo
Maior - Pl e no aviario presente na EMBRAPA - Meio Norte, usando marcadores molecu-
lares. Amostras de DNA foram coletadas de cerca de 52 individuos. Foram utilizados oito
(8) primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) desenvolvidos pela Universidade da
Columbia Briténica (UBC). A andlise foi realizada com softwares para calcular os graus
de diferenciacao, similaridade e diversidade genética entre as popula¢cdes. De maneira
geral, os marcadores ISSR mostraram um alto polimorfismo e uma diferenciacdo mo-
derada entre os grupos genéticos do Mercado Local de Campo Maior (ML) e a unidade
testemunha (UT), com fixacdo de alguns genes na populacéo, talvez provocada por
selecéo direcionada. As populac¢des de galinhas do mercado local possuem individuos
com menor variabilidade genética em comparagédo com a unidade testemunha, talvez
devido ao acasalamento desordenado entre individuos localmente proximos. Usando os
marcadores ISSR, para estudos de caracterizagdo genética, as analises aqui realizadas
apontam que os criadores e pesquisadores de galinhas do Piaui precisam ter um olhar
mais cuidadoso dos cruzamentos estabelecidos na criagdo, pois isso pode levar a perda
de diversidade genética e alelos cruciais para a adaptacédo ambiental dessa espécie.

Palavras-chave: Galinhas, ISSR, Diversidade Genética, Populagdes.
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INTRODUGAO

As galinhas domésticas, Gallus gallus domesticus, também conhecidas como galinhas
caipiras, ou “capoeiras”, fazem parte da ordem Galliforme, e familia Phasianidae, difundidas
em todo territério mundial com um efetivo de cerca de 24 bilhdes de cabecas (FUMIHITO
et al., 1996; PERRINS, 2003; FAO, 2009). Introduzida na época do descobrimento do Brasil,
originaria de quatro ramos genealdgicos distintos, o americano, o mediterraneo, o inglés e
o asiatico, por meio de praticas de manejo, adquiriu resisténcia a algumas doencas e se
tornou adaptada ao clima local tornando-se importante fonte de renda do pequeno agri-
cultor. Possuem habitos diurnos e se alimentam principalmente de graos e frutos, sendo
conhecido como frango na fase juvenil, ou galo (macho) e galinha (fémea) na fase adul-
ta. E uma espécie panmitica de hierarquia comportamental agonistica. (BARBOSA-FILHO
et al. 2007; ROCHA, 2012).

A galinha é a principal fonte de proteina no mundo, e sua producgéo tradicional pode
estar sendo prejudicada e gerando perca de diversidade (LEDUR et al., 2007). No Brasil o
nuamero de galinhas poedeiras chega a marca de 165 milhdes (IBGE, 2017). Tudo é apro-
veitado da galinha, a carne de frango e o ovo tém sido itens cada vez mais presentes na
mesa da populacéo brasileira, registrando, ano a ano, aumentos significativos no consumo,
segundo da Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2018).

A avicultura piauiense vem crescendo em um ritmo intenso com chegada de novas gran-
jas no estado, concentrando cerca de 155.953 unidades de estabelecimento de avicultura, e
mais de 10 milhdes de aves, com isso mais que dobrou a producao de ovos (IBGE, 2017).
Diante dessas caracteristicas, a avicultura participa de forma fundamental da alimentacao
dos brasileiros, outro aspecto social destacavel é o uso de méao-de-obra intensiva, que torna
a avicultura a maior geradora de empregos de toda a agropecuaria. Pois, ndo existe outra
atividade na agricultura ou na producéao animal que ocupe, direta e indiretamente, um con-
tingente estimado em 4,5 milhdes de pessoas, tornando-se um grande aliado do produtor
rural (IBGE, 2017).

Devido a alta taxa de comercializagdo de aves, o melhoramento genético tradicional,
baseado na teoria genética quantitativa, utiliza informacdes do fenétipo para estimar o valor
genético dos individuos candidatos a selecdo (DEKKERS, 1999). Ou seja, os criadores ape-
nas selecionam as com perfil mais elevado caracteristicas observadas nas galinhas e cruzam
elas com a intencdo de obter uma prole com as mesmas caracteristicas, ou caracteristicas
melhores. Porém, é um trabalho laborioso que exige tempo e um alto custo na manutencao
dos estoques, o que depende do grau de desenvolvimento do animal para a avaliagdo. Dessa
forma, marcadores associados as caracteristicas de producdo que permitam uma selecéo
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precoce tem se tornado uma importante ferramenta nesse processo, o que tem permitido
um avancgo consideravel no melhoramento genético animal (DE CARVALHO, 2016).

Diante disso, a aplicacao de metodologias gendmicas para melhoria da producéo avicola
ocorre por meio da inclusdo de informacdes genotipicas em programas de melhoramento,
que, de forma gradativa e cumulativa, visam melhorar a eficiéncia da selecdo (EMBRAPA,
2014). O desenvolvimento da genética molecular e areas afins tem possibilitado a identifi-
cacao de regides cromossOmicas associadas a QTLs (quantitaive trait loci), que controlam
caracteristicas quantitativas de genes que atuam especificamente no controle de caracte-
ristica de importancia econdmica. Deste modo, as informacdes moleculares poderéo ser
usadas como complemento em programas de melhoramento avicola, por meio da selecao
assistida por marcadores.

Dos marcadores moleculares utilizados, os marcadores ISSR (Entre simples sequén-
cias repetidas - Inter Simple Sequence Repeat), também conhecidos como microssatélites
ancorados, tem sido uma ferramenta Util na caracterizagcéo de diversos tipos de recursos ge-
néticos, com potencial para auxiliar em programas de conservagéo e melhoramento genético
de aves domésticas. Por serem marcadores que ndo demandam de conhecimento prévio do
genoma, seu uso acaba tendo um baixo custo. Outra vantagem, € a melhor reprodutibilidade
dos resultados (PAPLAUSKIENE et al 2006).

Portanto, um cenario diferente pode ser construido quando o avicultor familiar obtém
direcionamentos a partir de técnicas dirigidas. Entendendo, por exemplo, como o cruzamento
dirigido pode influenciar nas caracteristicas econémicas, e como esse conhecimento pode
ser adotado em seu plantel de galinhas caipiras com o objetivo de maximizar os resultados
em seu projeto de avicultura. E nesse sentido que o presente trabalho propde analisar a
diversidade genética de galinhas Gallus gallus domesticus, criadas para fins comerciais,
em trés comunidades do estado do Piaui (Teresina, Paulistana e Campo-Maior) e trés do
Maranhao (Chapadinha, Itapecuru-Mirim e Brejo) visando caracterizar geneticamente via
marcadores moleculares.

METODOS

Amostragem da Pesquisa

Para o estudo, foram coletadas penas jovens da regiao peitoral de 24 galinhas oriundas
da cidade de Campo Maior no estado do Piaui obtidas de criadores e/ou comerciantes do
mercado dos trabalhadores rurais do municipio Brasil e 28 oriundas do criatorio experimental
da Embrapa Meio-Norte. Oriundas das comunidades do estado do Maranhao (Brejo-MA N =
5, Chapadinha-MA N = 5 e ltapecuru-Mirim-MA N = 5 e de alguns municipios piauienses
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(Paulistana-PI N =7 e Teresina-PI N = 6). O material biol6gico foi mantido em temperatura
ambiente, dentro de envelopes plasticos hermeticamente fechados.

Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido de aproximadamente 3mm? do bulbo de dez penas de
cada galinha empregando o protocolo HotSHOT (TRUETT et al., 2000, MONTERO-PAU,
2008). O procedimento seguiu com a adicéo de 50 uL de solugéo alcalina (NaOH 25 mM,
EDTA 0,2 mM, pH=12) em tubo micro centrifuga de 200 uL. Em seguida a mistura foi sub-
metida a 95°C, com o tempo de incubacdo de 10 minutos no termociclador Veriti (Applied
Biosystems). Em seguida provocou-se choque térmico e adicionou-se em seguida 50 uL de
tampao neutralizante (40 mM de Tris-HCL, pH=5), formando no final aproximadamente 100
uL de TE (pH~8,0) pronto para uso.

Amplificacao do DNA gendémico e genotipagem

A amplificagdo por PCR foi realizada empregando primers de ISSR desenvolvidos pelo
University of British Columbia, Vancouver, Canada (UBC 313, 822, 841, 845, 873, 884, 887
e 892). A reacdo de amplificacdo foi baseada no protocolo adaptado de PAPLAUSKIENE
et al. (2006), que consiste na adi¢do de tampé&o 1 X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM da mistura de
dNTP, 0,3 uM de primer, 1 U Tag DNA polimerase e 3 uL de DNA extraido. Foram incluidos
controles negativos para verificar a confiabilidade dos resultados obtidos. As amplificacdes do
DNA foram realizadas no termociclador Veriti 384-well (Applied Biosystems), com uma fase
inicial de desnaturacao de 94°C por 1,5 min, seguida de 45 ciclos a 94°C por 40 segundos,
com temperatura de anelamento de 36°C a 1 min e 72°C por 2 min. Em seguida o material
foi submetido a uma fase de extenséo final a 72°C por 5 min..

As amostras obtidas a partir da amplificacdo foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1%, coradas com GelRed 10 X (Biotium, EUA), com os fragmentos visualizados
sob luz UV a fim de montar uma matriz de dados binarios com identificacéo da presenca (1)
e auséncia (0) dos amplicons. De forma a verificar o alcance dos fragmentos amplificados
foi utilizado como referéncia o ladder de 1 kb.

Analises estatisticas

Para estimar os parametros de diversidade genética de Nei (h) e o indice de Shannon
(I) empregou-se o programa POPGENE v. 1.31 (YEH; YANG; BOYLE, 1999). Para inferir o
Conteudo de Informacéo Polimérfica (PIC) utilizou-se o programa GENES (CRUZ, 2006).
Utilizando o programa ARLEQUIN 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005), foram realizadas as
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Analises de Variancia Molecular (AMOVA6—-Analysis of Molecular Variance) que determi-
nam a diferenciacao entre as populag¢des por meio dos valores estatisticos @, analogo ao
Fst de Whight (1978).

A fim de determinar a relag@o genética entre as amostras de galinhas dos locais coleta-
dos, empregou-se 0 método Bayesiano, implementado pelo programa STRUCTURE v2.3.2
(PRITCHARD et al., 2000). O programa foi executado a partir de 1.000.000 de repeticdes de
cadeia de Markov de Monte Carlo (MCMC), com comprimento de queima de 500.000 intera-
¢bes com simulacdes de K indo de 1 a 8. Para estimar o numero de K que mais se ajustou
aos dados binarios de ISSR, executou-se o programa da web HAVESTER STRUCTURE
v.0.6.9 (EVANNO et al., 2005). Em seguida foi calculada a média das matrizes de similari-
dade resultantes, referente aquelas geradas nas diferentes simulagdes implementado pelo
programa CLUMPP v.1.1.2 (JAKOBSSON, 2007), com o resultado sendo utilizado no pro-
grama disponivel na web, STRUCTURE PLOT v.2.0 (http://omicsspeaks.com/strplot2/), de
forma a gerar o grafico barplot final.

Para verificar se os dados convergiram para o0 mesmo padrao de agrupamento, com
base na distancia Euclidiana foi empregado a analise de coordenadas principais (PcoA)
usando o pacote estatistico PAST (HAMMER et al., 2001) e um método de parti¢cdo interativo
implementado pelo software FLOCK, empregando todos os parametros na forma padrao,
com simulacdes K de 2 a 8 (DUCHESNE; TURGEON, 2009). No caso, o melhor K sera
indicado pelo relatério platé realizado pelo prdprio programa.

RESULTADOS

Dos oito primers ISSR testados, um total de 50 bandas foram amplificadas com con-
sisténcia, com média geral de seis bandas com alcance de sete (UBC 892) a oito (UBC
873) fragmentos.

No geral, 82% dos marcadores apresentaram polimorfismo. Dividindo as amostras pelo
local coletado, o indice de polimorfismo foi de 84% para a unidade testemunha (UT) e 80%
para Mercado Local (ML), sendo o marcador UBC 813 com a menor taxa, € os marcadores
UBC 845 e 822 com 100% de polimorfismo para as duas populagdes. O leve aumento de
polimorfismo detectado no estoque amostral da unidade testemunha (UT) (Figura 1) reflete
uma maior variedade genética explicado pela presenca de diferentes subgrupos no criatorio
(Tabela 1). O conteudo de informagéao polimérfica (PIC) foi de 0,279 para Mercado Local
(ML) e 0,286 para unidade testemunha (UT), a diversidade genética de Nei (h) foi de 0,219
e 0,227, e o indice de Shannon (1) 0,35 e 0,359, respectivamente. O indice de Shannon ()
(LEWONTIN, 1973) é adequado na analise de diversidade de dados dominantes, visto que
nao assume a ocorréncia do Equilibrio de Hardy—Weinberg (HWE).
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Figura 1. indices genéticos de diversidade e diferenciacdo. LP — Porcentagem de Locus Polimérficos, PIC — Contetido de
informacao polimérfica, h — Diversidade genética de Nei (NEI, 1973), | — indice de Shannon (LEWONTIN, 1972).
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Tabela 1. Variabilidade de oito locis e estimativas de diversidade genética em frangos brasileiros. LP - Porcentagem de
Locus Polimérficos, PIC - Contetido de informacdo polimérfica, h - Diversidade genética de Nei (NEI, 1973), | - indice de
Shannon (LEWONTIN, 1972), NL - Numero de locos e DP - Poder discriminatorio.

R Geral Mercado Local (ML) Unidade Testemunha (UT) Fst
DP PIC h | NL LP (%) PIC h | NL LP (%) PIC h |

UBC845  0.463  0.350 0.362 0.542 6.000 100 0339  0.329 0.497 6.000 100 0.362  0.386 0.570 -0.019
UBC873 0.381  0.253 0.284 0.447 8.000 75 0.243  0.129 0.230 6.000 100 0.262  0.200 0.321 0.268
UBC884 0.201 0.304 0.187 0.331 6.000 100 0.363 0.283 0.454 6.000 83 0.244 0.089 0.180 0.050
UBC887 0.201  0.304 0.187 0.331 6.000 100 0363  0.283 0.454 6.000 83 0.244  0.089 0.180 0.050
UBC892 0.383  0.276 0.318 0.494 5.000 80 0.245  0.214 0.332 6.000 83 0.307  0.244 0.390 0.179
UBC313 0.235 0.184 0.215 0.370 6.000 0 0.000 0.000 0.000 6.000 100 0.369 0.345 0.527 0.188
UBC841  0.254  0.251 0.153 0.282 6.000 100 0353  0.219 0.377 6.000 50 0.149  0.085 0.145 0.057
UBC822  0.398  0.350 0.362 0.542 6.000 100 0339  0.329 0.497 6.000 100 0.362  0.386 0.570 -0.019
'\geé?aif 0.315 0.283  0.260 0.418 6.125 80 0.279 0.219 0.350 6.000 84 0.286  0.227 0.359 0.216

Com os gendtipos separados em Unidade Testemunha (EMBRAPA Meio-Norte) e
Mercado local de Campo Maior, a AMOVA apresentou 78% de variacdo dentro das po-
pulacdes (Tabela 2), demonstrando uma variedade muito grande em ambas as popula-
cbes. J& com relagdo a divergéncia entre as populagdes das areas coletadas, houve uma
moderada diferenciacéo (Fst = 0,216, p valor < 0,05), refletindo 22% de diferenciacéo en-
tre as populacgdes.
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Tabela 2. Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA) obtida para duas populagGes de galinhas caipiras, usando 50 loci de
marcadores ISSR.

Fonte de Variagcdo Soma dos Quadrados Componentes de Variagdo Variagdo (%) ® Fst
Entre populagdes 47,268 1,60412 21,641530216
Dentro das populagGes 290,405 5,80810 78,35847
Total 337,673 7,41221

Partindo do pressuposto de que as populacdes estejam em igual condicao de equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W), por meio do método de andlise Bayesiana, o programa Structure
demonstrou a participagcao de trés clusters (K=3) distintos no agrupamento dos gendtipos
(Figura 2C). As amostras coletadas em Mercado local de Campo Maior (ML) apresentaram
predominancia estatistica do cluster de coloragdo verde e naquelas mantidas na unidade
testemunha (UT), houve a predominancia dos clusters amarelo e laranja, sendo, o primeiro
comum entre os gendtipos das localidades de Paulistana (Pl) e Chapadinha (MA), e o ultimo
nas localidades de Brejo (MA), ltapecuru-Mirim (MA) e Teresina (PI).

Empregando o método interativo de particdo gerado pelo programa FLOCK, no qual
nao assume a condicao de equilibrio H-W, foi possivel estimar apenas uma aproximacao,
sendo determinado que o melhor K esta num valor maior e igual a quatro, isso equivale dizer
gue os resultados seriam mais conclusivos caso se utilizassem uma amostragem e/ou um
numero de marcadores maior (Figura 2B). Mesmo assim, € possivel verificar nos gréaficos
barplot de ambos os softwares que os gendtipos se arranjam basicamente em dois grupos
distintos, corroborando com os resultados do PCoA gerado pelo programa Past (Figura 2A),
evidenciando a diferenciacao (FST= 0,216) estimada pelo programa Arlequin.
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Figura 2. A — PcoA gerado pelo pacote estatistico PAST. B — Barplot gerado pelo programa FLOCK do K=4aoK=7.C-

Barplot gerado pelo programa Structure da simulagdo que melhor se ajustou aos dados (K=3). ML1, ML2 e ,ML3 — Criadores

de galinha do Mercado Local (ML) (Piaui); BRJ — Brejo (Maranh&o); CP — Chapadinha (Maranh&o); ITP-M — Itapecuru-Mirim
(Maranhdo); PL — Paulistana (Piauii) e TE — Teresina (Piaui).
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DISCUSSAO

Os marcadores ISSR apresentaram alto grau de polimorfismo quando comparado a
outros estudos usando os marcadores RAPD (SANTHOSH et al., 2009). Os dados polimor-
ficos sdo de extrema relevancia entre andlises genéticas de subpopulacdes, sendo um dos
estimadores que mede o grau de variabilidade das popula¢ées. (HARTL; CLARK, 2010).
Nos diferentes parametros referentes a diversidade genética estimados, assim como para
o grau de polimorfismo, foi possivel observar uma leve superioridade do plantel da unidade
testemunha (UT). Este fato pode ser explicado pelo manejo adotado dentro da instituicao
de pesquisa para controlar a perda de diversidade em seu Nucleo de conservacgao, pela
manutencao de gendtipos de diferentes localidades., pela manutencao de gendtipos de
diferentes localidades..

Os dados genotipicos observados corroboram com a maioria das pesquisas com ga-
linhas (MUCHADEY!I et al., 2007; CLEMENTINO, 2010), em que a variabilidade genética
dentro das populacdes é geralmente maior que entre popula¢des. Essa variabilidade também
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pdde ser vista a nivel morfométrico em um estudo anterior realizado por pesquisadores da
Embrapa-Meio Norte, também com galinhas provenientes das localidades Chapadinha, Brejo
e Itapecuru-Mirim, no qual foram avaliadas 22 caracteristicas distintas (MENDES et al., 2016).

A diferenciacao entre populagdes observada nos resultados pode refletir provaveis
fixacdes de alguns genes provocados pela selecédo direcionada a algumas caracteristicas
produtivas ou por cruzamentos desordenados entre individuos préximos geneticamente
(LEDUR, 2016). Sendo a reproducgéo ao acaso, trabalhos demostram que existe dominéncia
entre machos (FAVATI et al., 2014), o que pode levar ao favorecimento de alguns alelos e,
assim, ao aumento de indices de fixacao (Fis, Fst, Fit) no plantel.

O resultado obtido a partir da analise Bayesiana corrobora mais uma vez com o estudo
de morfometria realizado por Mendes et al. (2016) com amostras de algumas dessas mesmas
localidades. Nesse caso séo ilustrados também a contribuicdo de dois grupos distintos no
plantel da unidade testemunha (UT). Outros autores também tém demonstrado a utilidade
das inferéncias bayesianas para estudos a nivel de caracterizacdo genético-populacional
de galinhas (ABEDE et al., 2015; KUMAR et al., 2015).

A partir dos marcadores ISSR foi possivel caracterizar o perfil genético das populagdes,
bem como a relagdo genética entre os genotipos presente nos locais de coleta. Demonstrou-
se uma moderada diferenciacédo genética entre os locais de coleta analisados. Apesar da
presenca comprovada de subgrupos distintos, a populag¢ao oriunda da unidade testemunha
(UT), apresentou um pequeno aumento no grau de variabilidade genética em relacédo ao
plantel do Mercado Local (ML). Dessa forma, evidencia-se a necessidade de um maior conhe-
cimento do grau de diversidade genética da galinha caipira criada no Brasil, de forma a ser
util ndo so6 para a conservacao genética desse importante recurso natural como para auxiliar
na producéo, de forma a potencializar sua comercializagdo no mercado interno e externo.

Os dados encontrados servirdo como base para a realizagéo de estudos mais aprofun-
dados nas regides coletadas, a fim de maior orientagdo zootécnica de criadores e pesquisa-
dores, de modo a adotarem melhores estratégias de criagdo que auxiliem tanto na conser-
vacao como no melhoramento genético dos plantéis, evitando assim perda de diversidade
e possiveis erosdes genéticas (CLEMENTINO, 2010).

CONCLUSAO

Os marcadores ISSR utilizados foram eficientes quanto a caracterizacéo e avaliagdo da
biodiversidade presente nas popula¢des estudadas, bem como a estrutura e relacdo genética
dos mesmos. A populacao oriunda da unidade testemunha (UT), demonstrou maior diver-
sidade e variabilidade genética, além de refletir a distincdo de dois grupos distintos dentro
da populacéo estudada, Percebe-se também que a populacéo estudada do Mercado Local
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(ML) (comercial de galinha caipira) apresentou similaridade interna alta, sendo importantes
orientacOes para os produtores seguirem estratégias de conservagao de diversidade para
evitar a perda de alelos cruciais para a adaptacéo ambiental desse importante recurso natural.
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