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Resumo: As relacBes filogenéticas de quatro populacdes de galinhas (Gallus gallus) foram avaliadas usando
informagdes do DNA mitocondrial. Sequéncias de DNA das amostras foram comparadas com a sequéncia D-loop
de Gallus gallus depositada no GenBank. Um total de 455 pares de bases da regido D-loop do mtDNA foram
sequenciadas em 196 amostras de quatro populagdes. Onze haplétipos (H2-H12) foram observados a partir de 17
sitios variaveis ou SNPs. O grupo de maior variabilidade foi o Indio, com seis haplétipos provenientes de oito sitios
polimérficos. Do total de individuos analisados, setenta e sete, ou seja, 39% apresentaram o haplétipo H4. A
linhagem CC apresentou um Unico hapl6tipo em todos os individuos. Os dados encontrados sugerem que as
linhagem comerciais apresentam menor variabilidade na regido D-loop analisada do que o grupo indio.

Palavras—chave: DNA mitocondrial, haplétipo, SNP, variabilidade genética.

Abstract: In this study, we evaluated the phylogenetic relationships of four populations of chicken (Gallus gallus)
using mitochondrial DNA information. DNA sequences of samples were compared with the D-loop sequence of
(Gallus gallus) deposited in GenBank. A total of 455 base pairs of the D-loop region of mtDNA have been
sequenced in 196 samples of four populations. Eleven haplotypes (H2-H12) were observed from 17 variables sites
or SNPs. The group of greater variability was the Indio, with six haplotypes from eight polymorphic sites. Of the
total individuals analyzed, seventy-seven, i.e. 39%, presented the haplotype H4. The CC line presented only one
haplotype in all individuals. The data suggest that commercial lines show less variability in the D-loop region
analyzed than the group Indio.
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Introducdo

O Agronegdcio avicola no Brasil responde por 1,5% do PIB, sendo responsavel por quatro milhdes de
empregos diretos e indiretos. O pais € o primeiro produtor e terceiro maior exportador de carne de frango do
mundo. Este setor é altamente competitivo e ndo ha davidas de que novas descobertas na area de biotecnologia,
genética molecular e gendmica serdo decisivas para 0 pais, em uma economia globalizada. Nesta pesquisa
analisamos a primeira metade da regido D-loop do DNA mitocondrial em individuos de duas linhas puras de
galinhas desenvolvidas pela Embrapa Suinos e Aves (Concérdia-SC) e uma marca comercial, cujo material
genético foi coletado no norte do Parana e oeste de Santa Catarina. O DNA mitocondrial vem sendo utilizado em
analises filogenéticas e de evolucdo molecular em diferentes espécies. Em galinhas, variacBes na regido
mitocondrial D-loop foram descritas por Berthouly-Salazar e colaboradores (2010). Mais recentemente, pesquisas
realizadas por Mwacharo e colaboradores (2011), com galinhas domésticas do oeste da Africa, indicaram a
presenca de diversidade genética na regido D-loop que poderiam potencialmente apoiar programas de
melhoramento. Nesta pesquisa, buscamos, a partir do mtDNA, estabelecer uma relagao filogenética entre os quatro
grupos de aves, parte de uma estratégia inicial para a implantagdo de programas de conservacdo de recursos
genéticos, nessa espécie.

Material e Métodos
Foram analisadas, no Laboratorio de Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
duzentas e doze amostras de DNA de animais compreendendo quatro linhagens de galinha (Gallus gallus): CC
(White Leghorn, producdo de ovos); CCc (White Leghorn, producdo de ovos, controle); Cobb 500 (frango corte
comercial, duplo hibrido) e indio (galinha doméstica), provenientes do Banco de DNA da Embrapa Suinos e Aves.
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O DNA gendmico foi extraido a partir do sangue total, quantificado em gel de agarose e em espectrofotdmetro
Foram estudadas variagOes na seqiiéncia da D-loop compreendendo a regido contida entre os primers forward 5’-
CTATCACAGACGCTACCACCAACC-3’ reverse 5’-GAGGTGGACGATCAATAAATCCATC-3". As condigdes
da PCR para a amplificacdo da regido D-loop foram padronizadas usando o protocolo: desnaturacdo a 94°C — 5
minutos, seguidos de 35 ciclos de amplificacdo a 94°C - 1 minuto, anelamento a 61°C - 1 minuto, 72°C - 1 minuto,
com uma extensdo final a 72°C - minutos. A visualizagdo dos produtos da PCR, no gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo, confirmou a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 500pb. Os produtos da PCR
foram submetidos a uma purificagdo enzimatica (ExoSAP-IT). Para o sequenciamento das amostras foi utilizado
um sequenciador automatico ABI 3100. Utilizando o programa SeqScape v2.5, as amostras foram alinhadas a uma
sequéncia referéncia do GenBank, originada a partir da depositada por Desjardins & Morais (1990), com ndmero de
acesso NC 001323 e, posteriormente, editadas. Apds edicdo, as sequéncias contendo 455bp foram analisadas no
programa Mega 5.0 (Tamura e colaboradores, 2011). A rede haplotipica foi construida pelo programa Network
versdo 4.1.1.2, por meio do método Median-Joining (MJ) (Bandelt e colaboradores, 1999). Alguns indices de
variacdo de sequéncia e a estrutura de haplétipos foram estimados por meio do programa DNAsp versao 5.10.01
(Librado & Rozas, 2009).

Resultados e Discussao

Pela andlise da sequéncia de 455pb da regido D-loop do DNA mitocondrial foram identificados, nas 196
amostras utilizadas, 11 haplétipos diferentes sendo estes definidos por 17 polimorfismos de nucleotideo unico -
SNPs (Tabela 1). Os resultados indicam que as amostras das linhagens CC; CCc e Cobb 500 apresentaram um
menor nimero de substituicdes e, consequentemente, uma menor diversidade nucleotidica do que o indio. Esta
Gltima apresentou seis haplétipos, cinco deles ndo ocorreram em CC, CCc e Cobhb, o que é esperado por ndo ter
sofrido selecdo. Observamos (Tabela 2) que a linhagem CC apresentou um Unico hapldtipo em todos os individuos
amostrados, corroborando o longo periodo de sele¢do a que esta foi submetida, desde 1982. O haplétipo de maior
freqliéncia foi 0 H4, que esta presente em 39% dos individuos amostrados. Foram encontradas mais transi¢fes do
que trasversoes, além de uma insercao de trés citosinas (CCC), considerando todas as amostras. Nenhum hapl6tipo
foi compartilhado entre os quatro grupos. Na rede network foram observados trés vetores medianos, indicando
hapl6tipos extintos ou ndo amostrados (Bandelt e colaboradores, 1999). Foi gerada uma alga (loop) entre os
haplétipos mais frequentes resultando em conexdes alternativas entre eles.

Figura 1. Analise de Network a partir de sequéncias de DNA de galinhas, parte da regido controle do mtDNA. Cada
circulo representa um haplétipo. O tamanho de cada circulo é diretamente proporcional a frequéncia do haplétipo
correspondente. Os nimeros em vermelho referem-se a posicéo da mutacao.

QO Linhagem CC; @ Linhagem CCc; @ Linhagem Cobb; @ Indio; @ Referéncia
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Tabela 1. Diversidade haplotipica, diversidade nucleotidica e nimero de SNPs estimados a partir da
regido D-loop do mtDNA, para cada uma das populacdes analisadas.

Namero

de Numero de Diversidade Diversidade
Linhagem individuos Hapl6tipos Haplotipica Nucleotidica SNPs
CccC 38 1 0,000+/-0,000 0.00000+/-0.00000 0
CCc 50 4 0,478+/- 0,064  0.00119+/- 0.00019 2
Cobb 58 3 0,525+/- 0,021  0.00172+/-0.00058 9
indio 50 6 0,521+/- 0,079  0.00449+/- 0.00087 8
Todas as
populagdes 196 11 0,696+/- 0,019  0.00328+/- 0.00579 17

Tabela 2. Frequéncia e distribuicdo dos haplotipos identificados na regido controle D-loop do mtDNA em cinco
populagdes de galinhas, incluindo o hapl6tipo referéncia (H1).

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 Hi1l H12

CcC 38

CCc 34 13 2 1

Cobb 30 27 1
Indio 5 34 4 1 5 1

Referéncia 1

Conclusdes

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a anélise da regido D-loop mostrou-se eficiente em
detectar, através dos indices de diversidade molecular utilizados, uma menor variabilidade, nessa regido, para as
linhagens que sofreram processo de selegdo CC e Cobb, bem como para CCc, mantida sem sele¢do, porém com
provavel perda de variabilidade pois é mantida fechada, em relag&o a que ndo sofreu, indio.
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