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Tempo de rasgar e tempo de coser; tempo de estar calada e tempo de falar.
Tempo de amar e tempo de aborrecer; tempo de guerra e tempo de PAZ.

Eclesiastes 3: 1a 8

A Ti Senhor Deus Jeovd, que determinaste esse tempo de conquistas para mim...
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A0s meus pais, meus irm&os e ao eterno amigo, orientador e exemplo de profissional
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RESUMO

Canelas-preta sdo galinhas nativas brasileiras, encontradas no estado do Piaui e
provavelmente em outros estados do Nordeste. Caracteriza-se por possuir carne de
coloracdo escura. Sua plumagem é predominantemente preta, com variagdes de cores na
regido do pescoco (branco, dourado e preto) e a cor do dorso € preta. Sdo criadas em
sistema tradicionais, a campo. S80 aves que apresentam pouca exigéncia em manejo,
aparentemente sao rusticas e resistentes as doencas e parasitas. Objetivou-se caracterizar
geneticamente com uso de doze loci de microssatélites as galinhas nativas Canelas-Preta
do estado do Piaui e, também, caracterizar e analisar a diversidade fenotipica dessas
aves com base em descritores fenotipicos. Para caracterizagdo genética e fenotipica
foram utilizadas, respectivamente, 118 e 116 aves de trés municipios do estado. Para as
analises genéticas foram utilizados 12 loci de microssatélites e para as analises
fenotipicas foram usados 32 descritores morfoldgicos, sendo 21 quantitativos e 11
qualitativos. Para o estudo genético foram estimadas frequéncias alélicas em cada loco,
heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho), ocorréncia do equilibrio de Hardy-
Weinberg, nimero efetivo de populacdes e valores de PIC. Também foram realizadas as
analises da estatistica F pela andlise do FIS (coeficiente de endogamia), AMOVA e
componentes principais. Foi gerada uma matriz de dissimilaridade, grafico de disperséo.
A andlise de estrutura populacional foi realizada usando o software STRUCTURE. Na
caracterizacdo fenotipica, os caracteres quantitativos foram submetidos a uma anélise de
variancia. A andlise estatistica foi feita utilizando o método dos quadrados minimos
tendo sido realizadas analise da média, minimo, maximo e coeficiente de variacdo de
cada variavel e para cada nucleo. A diversidade genética foi obtida por meio da analise
de agrupamento. As galinhas nativas Canelas-Preta, apresentaram elevada variabilidade
genética para os loci analisados, 0 que mostra a conservacdo desse material genético.
Foi possivel verificar a existéncia de alta variabilidade genética intrapopulacional, o que
indica que os nudcleos foram formados com suficiente variabilidade genética (efeito
fundador). Essa elevada diferenciacdo genética dentro das populacbes somada a baixa
diferenciacdo entre as populagdes, permite afirmar que os individuos analisados
pertencem a Unico grupo genético. As galinhas Canelas-Preta apresentam caracteristicas de
aves nativas, uma vez que mostraram semelhanca nas distribuigdes dos descritores qualitativos
entre os nucleos amostrados e variagdo na frequéncia desses descritores dentro de cada nucleo,
isso a caracteriza como raca e fenotipicamente estruturada, com padrdes uniformes. Possuem
caracteristicas fenotipicas quantitativas de elevado, médio e pequeno coeficiente de variagdo,
que revela a riqueza genica da raga e as qualifica para programas de conservacéo, utilizacéo e
melhoramento dos recursos genéticos.

PALAVRAS CHAVES: Diversidade fenotipica, Estrutura de populacdes, Gallus
gallus, Microssatélites, Recursos genéticos.



ABSTRACT

Canelas-preta are Brazilian native chickens, found in the state of Piaui and probably in
other states of the Northeast, characterized by having dark colored meat. The plumage is
predominantly black with color variations in the hackle (white, gold and black) and the
back color is black. These birds are raised in extensive system, allowing little demand in
management, being apparently rustics and resistant to diseases and parasites. This study
aimed to characterize genetically Canelas-Preta native chickens of the Piaui state by
using twelve microsatellite loci and also to characterize and analyze the phenotypic
diversity of these birds based on phenotypic descriptors. For genetic and phenotypic
characterization were used, respectively, 118 and 116 birds from three towns of the
state. For the genetic analyzes were used 12 microsatellite loci and for phenotypic
analyzes were used 32 morphological descriptors: 21 quantitative and 11 qualitative.
For the genetic study, allele frequencies at each locus, expected heterozygosity (He) and
observed (Ho), the occurrence of Hardy-Weinberg equilibrium, effective number of
populations and PIC values were estimated. Furthermore, also it have been carried out F
statistical analyzes by the analysis of FIS (inbreeding coefficient), AMOVA and main
components. One dissimilarity matrix and a scatter plot were generated. The population
structure analysis was performed using the STRUCTURE software. In the phenotypic
characterization, quantitative characters were subjected to an analysis of variance. The
statistical analysis was done by using the method of least squares, the analysis of
average, minimum, maximum and coefficient of variation of each variable and for each
core was performed. Genetic diversity was obtained by cluster analysis. The Canelas-
Preta native chickens presented a high genetic variability for the loci analyzed, which
shows the conservation of this genetic material. It was possible to verify the existence of
high intrapopulation genetic variability, indicating that the nuclei were formed with
sufficient genetic variability (founder effect). This high genetic differentiation within
populations coupled with lower differentiation among populations, allows affirming that
individuals analyzed belong to single genetic group. The Canelas-Preta native chicken
have characteristics of native birds, once there was demonstration of similarity in the
distributions of qualitative descriptors between sampled cores and variation in the
frequency of those descriptors within each core, so this characterize the Canelas-Preta
as a phenotypically structured breed with uniform patterns. This breed has quantitative
phenotypic characteristics of high, medium and low coefficient of variation, which
reveals its genetic wealth and qualify them for conservation programs, use and
improvement of genetic resources.

KEYWORDS: Phenotypic diversity, Structure of populations, Gallus gallus,
Microsatellite, Genetic resources.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os permanentes avangos em genética, sanidade, nutricdo, manejo e ambiéncia na
producdo de aves, utilizando tecnologias nacionais e mundiais, tem colocado o Brasil em
posicao de destague no setor avicola mundial. No inicio do século XX, no Brasil, observou-se
um grande quantitativo de importagéo de linhagens melhoradas com o intuito de aumentarem
a produtividade de aves, atender a crescente demanda do mercado consumidor e a forte
competicdo internacional. Nos dias atuais, as linhagens comerciais utilizadas no Brasil sdo
oriundas da genética de aves melhoradas (FONTEQUE et al., 2014).

Essas linhagens sdo frutos de programas de melhoramento genético. Porém, os
processos seletivos utilizados, que visam pardmetros produtivos, geralmente tornam essas
linhagens muito uniformes, reduzindo assim a variabilidade genética populacional, o que pode
provocar a diminuicdo de caracteristicas relacionadas a resisténcia a doencas, que, de forma
geral, ndo sdo consideradas em programas de melhoramento genético animal. Essa reducao da
variabilidade predispde a populacdo a se tornar mais susceptivel a doencas (FONTEQUE,
2011).

Esse gargalo tem sido fonte de preocupacdo de pesquisadores e produtores, que buscam
alternativas para manter a variabilidade genética das populacdes locais. Quando se tém aves
sensiveis ou pouco resistentes a patdgenos, essas podem estar susceptiveis a eventuais
pandemias. Como exemplo, em 2005, ocorreu o caso da gripe aviaria, e em consequéncia das
aves infectadas e o risco do contagio humano, optou-se pelo abate de aproximadamente 800
milhGes de aves (PADUAN, 2005). Outro fator relevante em relacéo as linhagens comerciais,
é que, por serem selecionadas em ambientes com controle de temperatura e umidade, elas sdo
pouco adaptadas as condic6es de climas quentes.

Por outro lado, as racas nativas mostram-se adaptadas a diversos ambientes. Estudos
estdo sendo feitos para comprovarem que essas aves Sao resistentes ao estresse térmico e as
doencgas e parasitas, pela forma que sdo criadas, “tipo caipira” e com pouca exigéncia de
manejo se comparado com as linhagens comerciais, observa-se animais aparentemente mais
rusticos e resistentes. Essas aves nativas foram introduzidas pelos portugueses na época da
colonizacdo do Brasil. Aqui passaram por um processo de adaptagéo e selecdo natural por
décadas, resultando em mudancas morfologicas e fisiolégicas como mecanismo de adaptacéo
a diferentes condi¢des edafocliméaticas (FONTEQUE et al., 2014).



16

As ragas de galinhas nativas desempenham um importante papel na cultura dos
brasileiros, pois os acompanham desde a época da colonizacdo. S&o criadas em regime
extensivo por pequenos agricultores de todo o Brasil. Essas aves tém sido importante fonte de
alimento e renda para esses pequenos agricultores. Por ndo exigirem grande tecnologia para
sua producdo, pois no campo mostram-se resistentes as condic¢Bes climaticas, elas se revelam
como excelente alternativa ao desenvolvimento da agropecudria no Brasil. Ressalta-se a
necessidade de estudos cientificos que comprovem tal hipotese (ALMEIDA et al., 2013).

Pouco se conhece sobre a variabilidade genética e fenotipica das aves nativas
brasileiras. Especificamente sobre a raga Canelas-Preta ainda ndo se tem nenhum estudo
cientifico. Assim, faz-se necessario pesquisas que divulguem essas aves; que auxiliem os
programas de preservacdo, conservacdo e utilizacdo dos recursos genéticos e melhoramento

animal; e que subsidiem a valorizagéo e reconhecimento dessa raca brasileira.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceitos de Raca

Pesquisadores de varias instituicdes e paises tém buscando elucidar uma defini¢do para
0 termo raca. Apesar de controverso, é possivel conceitua-la. H4 muitos anos tem-se tentado
definir um conceito de raca. Segundo Gonzalez Pizarrop (1903), raca seria um conjunto de
individuos que dispdem de varios parametros caracteristicos e transmissiveis a geragdes.
Desde entdo varios outros conceitos tém sido propostos.

Foi mencionado no volume do FAO World Watch List por Scherf (SCHERF, 2000),
onde o autor conceitua raca como subespecifico grupo de animais com caracteristicas externas
definidas e identificaveis, o que permite que ela seja diferenciada visualmente em comparacéo
com outros grupos da mesma espécie. Essa definicdo, segundo Sierra Alfranca (2001), ¢
razoavel, porém estaria incompleta, faltando dados como transmissdo a descendentes e
dindmica genética, dentre outros.

Seguindo o mesmo raciocinio, aquele conceito é curto e vago, deixando brechas para
outras variantes, a exemplo de grupos de animais separados pela cultura e geografia. Outros
fenotipicamente semelhantes permitem que sejam aceitos para dar-lhes uma identidade

distinta.
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Finalmente, Sierra Alfranca (2001) define o termo raca de forma mais abrangente e
absorvente ao dizer que raga é um conceito técnico-cientifico, identificador e diferenciador de
um grupo de animais, através de um certo numero de caracteristicas (morfoldgica, produtivo,
psicologico, adaptacdo, etc) que sdo transmissiveis a prole, mantendo, além disso, alguma
variabilidade e dindmica evolutiva. Esse seria 0 conceito mais completo e passivel de
aceitacdo, e menos livre de erros.

Outro topico relevante sobre racas seria a diferenciacdo entre nativas e naturalizadas.
Muitos ainda se confudem quanto a tais defini¢des. Almeida (2007) as define com preciséo ao
concluir que ragas nativas sdo aquelas que se formaram em um determinado pais, mas tiveram
suas bases genéticas oriundas em outros paises. Ja as racas naturalizadas sdo aquelas

originadas em outros paises ou regido e que, introduzidas em novos paises, adaptaram-se bem.

2.2 Galinhas Caipiras Nativas

Alguns pesquisadores defendem que as galinhas caipiras do Brasil possivelmente foram
introduzidas antes mesmo da colonizacdo, quando corsarios franceses abasteciam seus navios
com pau-brasil e os trocavam com os indios por espelho, pentes, ferramentas e galinhas que
sobravam de suas dispensas. Porém, grande parte dos pesquisadores defendem que as galinhas
foram introduzidas por volta de 1500 pelos navegadores europeus que desembarcaram aqui no
Brasil. Essas aves foram mantidas em quintais, sitios e fazendas, cruzando-se aleatoriamente,
dando origem as galinhas nativas brasileiras (MESQUITA, 1970; FONTEQUE, et. al., 2014).

A criacdo das galinhas caipiras crioulas, também conhecidas como galinhas de terreiro,
ainda é feita em pequena escala, em maior parte pelos agricultores familiares. Esse fator pode
estar relacionado a cultura, pois as galinhas acompanharam a migracdo humana durante toda a
colonizacdo, o que também ocasionou o surgimento de varias novas ragas. O foco da criacédo
dessas galinhas varia de acordo com cada regido ou pais. No Japéo, existem racas que fazem
parte do Tesouro Nacional Japonés. Sdo denominadas de ragcas ornamentais japonesas
tradicionais (TODANO et al., 2009). Na Europa, as aves foram criadas inicialmente com o
objetivo de lazer. Posteriormente, produzidas para alimentacdo (RODRIGUES et al., 2006).

No Brasil, as galinhas domésticas foram introduzidas durante a colonizagéo e criadas
em pequena escala. As galinhas caipiras crioulas do Brasil sdo conhecidas pela sua alta
variabilidade genética, rusticidade, resisténcias a doencas, e por suas variadas coloragdes de

penas, pernas e carnes. Tem sido fonte de alimento e renda para os agricultores familiares. As
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galinhas domésticas brasileiras sdo da espécie naturalizada, pois aqui ndo as existia até
provavelmente a colonizacdo (ALBINO et al. 2001).

Nos anos de 1930 a avicultura industrial teve um importante avanco. Nesse contexto, as
galinhas nativas foram sendo esquecidas (MORENG e AVENS, 1990). Porém, em 1980,
houve uma valorizacdo dos produtos naturais. Com isso, elas se tornaram potencialmente
lucrativas, pois sdo criadas de forma mais semelhante ao sistema organico. Considerada uma
iguaria, a galinha caipira é muito apreciada em todo o Brasil, obtendo precos diferenciados e
uma demanda crescente por seus produtos (carnes e ovos), principalmente por consumidores

que buscam alimentos produzidos em sistemas naturais (CARVALHO, et. al., 2015).

2.3 A raca Canelas-Preta: Breve histérico

As primeiras galinhas Canelas-Preta, também conhecidas como galinhas “Jacu”, foram
detectadas no ano de 2008, na cidade de Curral Novo, estado do Piaui, municipio localizado
no Semiérido, proximo a regido do Araripe Pernambucano. Essas aves estdo presentes em
comunidades quilombolas, indigenas e em pequenas propriedades rurais em todo estado do
Piaui. Neste mesmo ano foram adquiridas no municipio de Queimada Nova e entorno, aves

para a formacédo dos primeiros ndcleos de conservagao e multiplicag&o.

Figura 1 - Reprodutor e matriz Canelas-Preta do nucleo de Queimada-Nova/Pl.

i
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(FONTE: MARCOS JACOB)

Essa raca se caracteriza por possuir uma carne de coloragéo diferenciada (escura) e de

sabor mais acentuado, muito apreciado pela populacdo local. Sua plumagem ¢é
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predominantemente preta, com variagbes de cores na regido do pescoco (branco, dourado,

preto e vermelho), e a cor do dorso é preta.

Em 2015, existiam 16 (dezesseis) municipios do Piaui com nucleos de galinhas
Canelas-Preta em areas de produtores de referéncia. As aves dos nucleos dos municipios de
Queimada Nova, Oeiras e Teresina tém sido objeto de pesquisa, pois se acredita que galinhas
caipiras brasileiras sdo rasticas e apresentam elevada variabilidade genética. Assim, torna-se
importante que se desenvolvam trabalhos cientificos que certifiquem tal hipotese para validar

a manutencao e conservacao dessas aves.

2.4 Uso de descritores morfoldgicos na caracterizacdo de aves nativas

A obtencdo de medidas morfométricas de uma determinada raca auxilia na sua definicéo
fenotipica, inclusive no que tange a elucidacdo do seu porte e aptiddo, parametros esses
relevantes para programas de selecdo. Nos dias atuais, o estudo da diversidade por meio de
descritores fenotipicos ainda é relevante, principalmente pela sua importancia econémica
(CRUZ et. al., 2011).

A caracterizacao fenotipica baseada em descritores morfoldgicos é uma das principais
etapas de programas de conservacdo de racas (MARIANTE & CAVALCANTE, 2006).
Porém, outros parametros devem ser considerados na caracterizacdo de uma raca, como
informacgdes genéticas, distribuicdo geograficas, aptidfes produtivas e caracteristicas
comportamentais.

Na caracterizacdo fenotipica de aves nativas, 0s parametros usualmente mais utilizados
sdo: comprimento do corpo, envergadura, comprimento e largura da crista; comprimento e
largura do bico; comprimento e largura da barbela; comprimento do peito; comprimento da
asa; comprimento da coxa; comprimento do dedo do pé e comprimento e didmetro do tarso.
H& ainda as caracteristicas qualitativas como plumagem do corpo, tipo de crista, cor da
canela, cor dos olhos, cor da crista e cor da barbela (ALMEIDA, 2013).

O uso de descritores morfologicos quantitativos e qualitativos tem sido utilizado com
frequéncia em estudos de caracterizagdo e diversidade em espécies animais. Méndez et al.,
(2011) utilizou 26 medidas morfométricas em estudos de diversidade genética de galinhas
nativas da Espanha. Almeida (2013) utilizou 33 descritores fenotipicos, sendo 24
quantitativos e nove qualitativos para caracterizar a raga de galinha nativa Peloco do estado da

Bahia-Brasil.
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2.5 Anélise Multivariada

Analise multivariada é uma metodologia estatistica que utiliza simultaneamente o0s
dados de todas as varidveis resposta na interpretagdo de um conjunto de dados, considerando a
correlacdo entre elas. Os dados podem ser qualitativos ou quantitativos. Os métodos
estatisticos sdo selecionados de acordo com objetivo da pesquisa, pois cada método tem sua
fundamentacdo tedrica e aplicabilidade peculiares. Um ponto relevante da analise
multivariada é o aproveitamento da informagdo conjunta das varidveis envolvidas
(ALMEIDA, 2013).

No estudo de diversidade genética, os métodos mais utilizados sdo: analise por variaveis
candnicas, analise por componentes principais e os métodos de agrupamento (OLIVEIRA et
al., 2003). Dados qualitativos utilizam técnicas estatisticas diferentes dos dados quantitativos,
qualitativos sdo parametros categdricos que identificam o individuo, enquanto os dados
quantitativos descrevem numericamente o individuo. As técnicas de analise multivariadas tém
sido usadas em estudos de diversidade genética em aves, analisando parametros de
desempenho e reproducdo. 1sso em aves comerciais.

Porém, em aves crioulas, essas pesquisas ainda sdo poucas (BEZERRA NETO et al., 2010;
PIRES et al., 2002).

2.6 Variabilidade e Diversidade Genética

O estudo da variabilidade e diversidade genética é de suma importancia para 0s grupos
de conservacdo de recursos genéticos e também para os programas de melhoramento.
Variabilidade genética mede a variacdo de diferentes alelos do mesmo gene, em uma
determinada populacdo. Diversidade genética mede a quantidade total das variacdes genéticas
intra ou entre populacdes da mesma espécie. Um dos fatores que mais influenciam a
variabilidade genética é a mutacdo (SNUSTTAD et al., 2001).

E relevante mensurar a variabilidade genética por se encontrar diretamente relacionada
com a manutencdo da variabilidade inter-racial, o que se evita a extingdo de racas e a erosao
genética. As galinhas naturalizadas brasileiras sdo fonte de variabilidade importante para 0s
programas de melhoramento, pois podem guardar caracteristicas fenotipicas e genotipicas das
aves que foram introduzidas no Brasil no periodo da colonizagdo (MENEZES, 2005).

As aves crioulas adquiriram ao longo do tempo caracteristicas fenotipicas diferentes.

Possuem grande adaptabilidade as condigdes de baixa tecnologia relacionadas a instalagdo e
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alimentacdo. Podem ingerir alimentos fibrosos que as possibilitam resistir a fatores ambientais
adversos (CLEMENTINO,2010).

A introducéo de aves melhoradas no sistema tradicional de criagdo, no regime extensivo
tende a fazer com que esse material desapareca, uma vez que ha um cruzamento desordenado
entre elas, sem nenhum critério de preservacdo. Por sua vez, as ragas nativas possuem
importancia regional, pois, se submetidas as corretas praticas de manejo, fornecem um

produto agroecoldgico e fortalecem a seguranca alimentar (SAGRILO, 2002).

2.7 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA que revelam polimorfismos entre
individuos geneticamente relacionados. Os primeiros marcadores utilizados em estudos
genéticos foram as isoenzimas, baseados no polimorfismo de proteinas, Gtil por algum tempo
para mensurar a distancia genética e diferenciacdo entre racas nativas. Porém, esses
marcadores revelavam polimorfismo resultante da expressdo de genes funcionais, 0 que
poderia desqualificar a variabilidade genética dessas populacdes, haja vista a constatacdo de
gue o material mostrava um baixo contetdo de informac6es polimorficas (MARIANTE e
CAVALCANTE, 2006).

Com a descoberta das enzimas de restri¢Ges, tornou-se possivel obter os dados genéticos
diretamente do DNA, através da técnica intitulada polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism). As enzimas
utilizadas nessa técnica sdo capazes de cortar a molécula de DNA em sitios especificos. A
perda ou surgimento desses sitios € o que caracteriza o polimorfismo (REGITANO &
COUTINHO, 2001). O conhecimento genético a partir de marcadores moleculares foi
alavancado pelo desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR —
Polimerase Chain Reaction), que se baseia na replicacdo do DNA in vitro, catalisada por uma
DNA polimerase, descoberto em 1983 por Mullis (MULLIS, 1990).

A utilizacdo de marcadores moleculares varia de acordo com o0 objetivo da pesquisa.
Para estudo de variabilidade e diversidade genética, os mais utilizados tém sido os
Microssatélites e SNPs. O uso de marcadores moleculares tem dado uma forte contribuicdo no
desenvolvimento das pesquisas populacionais, dado que as informagdes geradas a partir deles
poderdo, junto com informacOes fenotipicas, fornecer diretrizes para programas de

conservacao e melhoramento genético (CLEMENTINO, 2010).
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2.8 Microssatélites

Microssatélites sdo marcadores moleculares que possuem alto nivel polimorfico,
estabilidade e heranca codominante, tornando-se altamente eficientes em estudos
populacionais. Microssatélites sdo sequéncias repetitivas de DNA, também conhecidos como
Simple Sequence Repeats (SSR). Geralmente, sdo repeticdbes de mono, tetra ou,
principalmente, dinucleotideos, e estdo localizados entre os genes ou dentro de introns. O
manuseio dessa técnica é de facil execucdo. Para a realizacdo das analises é necessario 0 uso
de primes especificos que demarcam as regides de microssatélites (ENGEL et al. 1996). O
que justifica o uso desses marcadores, além do alto polimorfismo, é que, uma vez utilizados
no mapeamento genético, fornecem informacdes na identificacdo de similaridades entre racas,
e também pode atuar como marcadores de gene de interesse, uma vez que podem estar
associados diretamente a esses genes. Quando amplificados via PCR, essas sequéncias
apresentam alta variagdo de comprimento ou de alelos entre os individuos. A principal causa
do polimorfismo encontrado é consequéncia do deslizamento (slippage) da DNA polimerase
durante o processo de replicacdo (ELLEGREN, 2004).

Varias instituicbes e pesquisadores no mundo tém feito uso de microssatélite em suas
pesquisas. Em 1995, a Food Agriculture Organization (FAO), juntamente com a International
Society of Animal Genetics (ISAG), reuniram-se e formaram equipes para elaborarem
diretrizes e recomendacGes técnicas para a avaliacdo da diversidade genética em racas de
animais domésticos. ldealizado através do projeto Measurement of Domestic Animal Diversity
(MoDAD) (http://www.fao.org/dad_is) selecionaram uma lista de loci de microssatélites para
estudos de diversidade genética. Posteriormente, em 2004, a lista foi ampliada com incluséo
de novos marcadores (FAO, 2004).

Ragas nativas brasileiras, como a bovina Curraleiro Pé Duro, a ovina Morada Nova e a
caprina Moxot0, ja foram caracterizadas através do uso de microssatélites. Essas ragas fazem
parte do nucleo de conservacdo de populagdes locais em risco de extingdo da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Essas racgas de interesses econdmicos foram introduzidas
no Brasil na época da colonizagdo (FONTEQUE et al., 2014). Ainda existem muitas
populacbes a serem caracterizadas geneticamente, a exemplo das racas nativas de galinhas

caipiras como a Canelas-preta.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar geneticamente com uso de doze loci de microssatélites as galinhas caipiras

da raca Canelas-Preta.

Analisar a diversidade fenotipica das galinhas caipiras da raca Canelas-Preta com base

em descritores fenotipicos.

3.1.20bjetivos especificos

e Genotipicos

>

YV V.V V V V V

>

Andlise da Heterozigosidade Esperada (He);

Analise da Heterozigosidade Observada (Ho);

Analisar se a populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg;
Verificar presenca de alelos nulos;

Calcular o coeficiente de endogamia;

Calculas as frequéncias alélicas;

Calcular a distancia genética dentro da populacéo;

Calcular a distancia genética entre populagoes;

Verificar a estrutura genética das populacoes

e Fenotipicos

>

>

>

>

Estimar a variacdo fenotipica existente dentro da populacdo de galinhas da raca
Canelas-Preta por meio de descritores fenotipicos quantitativos e qualitativos;
Identificar as caracteristicas de maior importancia para a variabilidade na
populacéo de galinhas nativas da raga Canelas-Preta;

Estimar e descrever indices zootécnicos das galinhas nativas da raca Canelas-
Preta;

Identificar os métodos estatisticos mais eficientes na estimacdo da diversidade

genética das galinhas nativas da raca Canelas-Preta
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ARTIGO 1

Caracterizacdo Fenotipica de Galinhas Caipiras Nativas Canelas-Preta

RESUMO - Objetivou-se com esta pesquisa avaliar os descritores fenotipicos qualitativos e
quantitativos para estabelecer um padrdo racial para a galinha Canelas-Preta do estado do
Piaui. Foram utilizadas 116 aves, entre machos e fémeas, de trés municipios do Piaui. Os
caracteres mensurados incluiram 32 descritores fenotipicos morfologicos, sendo 21
quantitativos e 11 qualitativos. Para as caracteristicas qualitativas a técnica empregada para
obtencdo dos dados foi a observacéo visual. De acordo com os resultados, as frequéncias das
caracteristicas foram calculadas para os individuos. Quanto aos dados quantitativos foi feita a
analise estatistica descritiva de cada variavel e para cada populagcdo. Para andlise
multivariada, a medida de dissimilaridade usada foi distancia Euclidiana média. Em seguida,
foi realizado o agrupamento dos individuos pelo método UPGMA. As Canelas-Pretas tem o
seguinte padrdo fenotipico qualitativo: tipo de crista: serra ou noz e suas variagoes; cor da
crista: vermelha ou escura; cor dos olhos: vermelho-alaranjado, amarelo, pardo, marrom ou
preto; cor do bico: amarelo ou escuro; cor da barbela: vermelha ou escuro; auséncia de topete;
tipo de penas: lisas; auséncia de patas plumadas; cor das canelas predominantemente pretas;
coloragdo da plumagem: preta; coloracdo do pescogo: varia entre branco, preto, dourado.
Possuem caracteristicas fenotipicas quantitativas de elevado, médio e pequeno coeficiente de
variacdo, que revela a riqueza genica da raca e as qualifica para programas de conservacéo,
utilizacdo e melhoramento dos recursos genéticos.

PALAVRAS CHAVES: Agrupamento, Gallus gallus, Descritores Fenotipicos, Padrdo
Racial, Raca Nativa, Recursos Genéticos

Phenotypic characterization of native chickens of the Breed Canelas-Preta

ABSTRACT - The aim of this research was to evaluate the quantitative and qualitative
phenotypic descriptors to establish a racial standard for the Canelas-Preta chicken from Piaui
state. A total of 116 birds, between males and females, from three cities of Piaui were used.
The characters measured included 32 morphological phenotypic descriptors, 21 quantitative
and 11 qualitative. For the qualitative characteristics, the technique used to obtain the data
was the visual observation. According to the results, the characteristic's frequency was
calculated for the individual. As regards the quantitative data was made a statistical
descriptive analysis of each variable and each population. For multivariate analysis, the
dissimilarity measure used was Euclidean distance average. Then it was carried out the
grouping of individuals by UPGMA method. The Canelas-Preta has the following qualitative
phenotypic pattern: type of comb: saw or walnut and its variations; color of comb: red or
dark; eye's color: red-orange, yellow, dun, brown or black; beak's color: yellow or dark;
wattles' color: red or dark; lack of top knot; type of feathers: smooth; absence of feathered
legs; color of the shanks predominantly black; plumage's color: black; coloration of the
hackle: it ranges from white, black and gold. They have quantitative phenotypic
characteristics of high, medium and low coefficient of variation, which reveals the genetic
wealth of the race and qualify them for conservation programs, utilization and improvement
of genetic resources.



29
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INTRODUCAO

As galinhas caipiras domeésticas (Gallus gallus) foram introduzidas no Brasil pelos
colonizadores portugueses. Estas se multiplicaram através de cruzamentos aleatérios, dando
origem as racas de galinhas nativas brasileiras, distribuidas em todas as regides do Brasil.
Acredita-se que essas aves sdo bem adaptadas ao clima, doencas e parasitas, sendo
consideradas de elevada rusticidade (Fonteque et. al. 2014). As galinhas nativas caracterizam-
se por serem boas forrageadoras, maes eficientes (incubacdo natural) e pela baixa exigéncia
de manejo e controle sanitério, adequando-se as condi¢des de criacdo das familias rurais
(Kaya & Yildiz, 2008).

Porém, apesar das inumeras qualidades, um grande percentual das racas nativas de
galinhas caipiras esta em risco de extin¢do e pouco se conhece sobre essas racgas. Pesquisas
que busquem ferramentas para conservar e utilizar essas ragas sdo necessarias. Segundo a
FAO (1998), elementos importantes nos programas nacionais de conservacao incluem o
inventario, a caracterizacdo e a documentacdo dos dados obtidos. A obtencdo de medidas
morfométricas de uma determinada raca auxilia na sua definicdo fenotipica, inclusive no que
tange a elucidacdo do seu porte e aptiddo, parametros esses relevantes para programas de
selecdo (Méndez, et al.,2011; Mariante & Cavalvante, 2006) .

Na caracterizacdo fenotipica de aves nativas, 0s parametros usualmente mais utilizados
sdo: comprimento do corpo, envergadura, comprimento e largura da crista; comprimento e
largura do bico; comprimento e largura da barbela; comprimento do peito; comprimento da
asa; comprimento da coxa; comprimento do dedo do pé e comprimento e didmetro do tarso.
H& ainda as caracteristicas qualitativas como plumagem do corpo, tipo de crista, cor da
canela, cor dos olhos, cor da crista e cor da barbela (Almeida, 2013).

Encontradas no estado do Piaui e possivelmente em outros estados do Nordeste, as
galinhas Canelas-Preta séo criadas no sistema caipira por pequenos agricultores. Essas aves
caracterizam-se por possuir carne de coloragdo escura, muito apreciado pela populagéo local.
Estas aves mostram-se adaptadas, visto que séo criadas em condic¢des de clima quente, e de

forma predominantemente extensiva com pouco ou nenhum investimento tecnoldgico e
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controle zootécnico. Pouco se sabe sobre informac6es populacionais, fenotipicas e genéticas
dessas aves.

A morfometria, como instrumento de caracterizacdo fenotipica, admite caracterizar ou
classificar individuos e racas de uma populacdo. Esses parametros podem ser estabelecidos
como uma particularidade individual em evidéncia, que, em maior ou menor grau de variagéo,
determina o tipo de raca (ou tipo étnico) a qual pertence (Todano et al. 2009; Carvalho et. al.
2010). A identificacdo e monitoramento das caracteristicas fenotipicas dessas galinhas
nativas podem ajudar programas de conservacdo e utilizacdo de recursos genéticos e no
reconhecimento dessas aves. Nesse contexto, 0 objetivo dessa pesquisa foi estabelecer o
padrdo racial para as galinhas nativas Canelas-Preta do estado do Piaui por meio de
descritores fenotipicos, como contribuicdo para o inicio do processo de valorizacdo e

reconhecimento como raca por parte do Ministério de Agricultura.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas galinhas nativas Canelas-Preta de criatérios
de agricultores credenciados no Projeto Produtores do Futuro no Piaui/Brasil. O projeto de
pesquisa foi cadastrado no comité de ética da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) e, posteriormente, os objetivos da pesquisa foram
esclarecidos aos criadores, que aceitaram participar do projeto, autorizando a coleta dos dados
fenotipicos das aves em suas propriedades. A caracterizacdo fenotipica foi conduzida em
cinco populagdes de galinhas de trés municipios do Piaui, sendo quatro destas localizadas na
regido do Semiéarido / Oeiras e Queimada-Nova e o Gltimo na regido do Entre Rios / Teresina
(Figura 1).
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Figura 1- Mapa da localizagdo dos municipios onde as informages fenotipicas das aves foram coletadas dentro
do estado do Piaui/Brasil.
Caracterizacdo fenotipica

A coleta dos dados ocorreu no més de fevereiro de 2015, amostrando-se apenas aves
adultas. A decisao por coletar informacdes em aves adultas pautou-se nos achados de Bueno
et al. (2001), pois para 0s autores ndo ha mais variagdo consideravel no comprimento corporal
quando o animal atinge a maturacdo esquelética, por isso 0s animais avaliados com fins de
caracterizacdo devem ser adultos. Foram coletadas informacdes em 116 aves, sendo 43 do
municipio de Teresina no nucleo Genesis, 37 em dois nucleos de Oeiras e 36 também em dois
nacleos de Queimada-Nova-Pl, tendo um total de 97 fémeas e 19 machos. Foram utilizados
21 descritores morfologicos quantitativos e 11 qualitativos para caracterizar as galinhas.

Os descritores fenotipicos qualitativos observados foram: tipo de crista, cor da crista, cor
dos olhos, cor do bico, cor da barbela, topete, tipo de penas, patas plumadas, cor da canela,
coloracéo da plumagem e cor do pesco¢o. Os dados foram coletados conforme a metodologia
sugerida pela FAO (1981) para caracterizacdo fenotipica de aves nativas. A técnica
empregada para obtencdo dos dados qualitativo foi a observacdo visual. Os 21 descritores
quantitativos foram estabelecidos segundo Fransesch et al. (2011), com modificagcbes na

retirada do comprimento e largura da orelha e insercdo da altura (Tabela 1). As mensuracfes
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foram tomadas por um mesmo observador, com o auxilio de balanga, paquimetro digital e fita
métrica. Foram tomadas medidas morfomeétricas gerais, da cabeca, do pescoco, do corpo e das

extremidades das aves.

Andlise estatistica
O modelo estatistico foi:
Yijk = u+ Si+ Pj + (SP)jj + €ijk,

em que: Yijk = caracteristica estudada, na populagdo j, do sexo i; p = média geral da
caracteristica; Si = efeito do sexo i; P; = efeito da populacéo j; (SP);; = efeito da interacdo do
sexo i e da populacéo j; e ejjk = erro aleatdrio atribuido & observacdo Yijk. Foi empregada a
estatistica descritiva para determinar a frequéncia dos dados qualitativos. As frequéncias das
caracteristicas qualitativas foram calculadas por populagdo/municipio.

Os dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia, utilizou-se o software
SAS (2003). Apos foi realizada analise de agrupamento (Cruz et al., 2011) como medida de
variabilidade genética. A medida de dissimilaridade utilizada foi a distancia Euclidiana média,
utilizada para dados quantitativos sem repeticdo. Utilizou-se 0 método hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean), estabelecendo-se o dendrograma
com 0s grupos de maior similaridade. Para testar a consisténcia dos agrupamentos pelo
método UPGMA apés obtencdo dos dendrogramas foram geradas as estimativas de correlacdo
cofenética (SokaL & Rohlf, 1962).

A confianca para formar a ramificagdo dos dendrogramas construido através do método
hierarquico, foi realizada através da técnica de bootstrap, ou seja, foram feitas 1000
reamostragens do dendrograma, a partir das quais se obteve a porcentagem de replicacdes
similares aos dados originais. As analises de agrupamento e bootstrap foram realizados no
programa R verséo 3.2.1.

RESULTADOS E DISCUSAO

Os resultados das observagdes das caracteristicas fenotipicas qualitativas referentes a
cabeca e 0 corpo das aves sdo apresentados na Tabela 2. As galinhas Canelas-Pretas
amostradas apresentaram dois tipos de crista, sendo o tipo Serra que predominou nos
municipios estudados. Contudo, a crista Noz também conhecida como crista Enrugada
apresentou relevante frequéncia dentro dos nucleos amostrados. Essa variacdo de tipos de
crista € importante na caracterizacdo dessas aves. A cor da crista, embora a predominancia

seja da cor vermelha, mostra variacdo nas frequencias entre 0s municipios, sendo que em
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Oeiras e Queimada-Nova a frequencia foi semelhante e menor em relagéo a Teresina, houve
também frequéncia de crista escura nesses nucleos, tendo as galinhas Canelas-Preta relevante
percentual de crista escura nos nucleos de Oeiras e Queimada-Nova (Tabela 2).

Quanto a cor dos olhos a predominancia nos nucleos de Teresina e Oeiras foi de cores
marrom e amarelo e em Queimada-Nova de pardo e amarelo. Quanto a cor do bico o que
predominou nos trés municipios foi a cor escura, 0 que mostra uniformidade das Canelas-
Pretas quanto a esse descritor. A cor da barbela predominante foi a vermelha nos trés
municipios, porém, a cor escura ocorreu com baixa frequéncia. Observa-se a campo que as
aves que apresentam cor da barbela escura, também tem a crista escura e carne escura, porém,
s80 necessarios mais estudos que certifiguem essa hipotese.

A particularidade da cor escura nos caracteres cor da barbela, cor do bico, cor da crista
e cor da carne estdo relacionados a conservacdo do material genético e sua origem primitiva,
pois no mercado ainda ndo se tem linhagens de aves com essa coloragdo para
comercializacdo. Com isso, seria possivel inferir que na natureza essa caracteristica em
galinhas, esta relacionada ao tronco formador dessa aves, partindo do pressuposto que essa
caracteristica seria de aves primitivas (Gallus gallus Bankiva).

Para os descritores topete e patas plumadas em todos os municipios, apresentaram
auséncia desses descritores, 0 que mostra que na formacdo dessas aves possivelmente nao
houve influéncia das racas asiaticas. Para as caracteristicas tipo de penas, em todos 0s
municipios ocorreu o tipo lisa. Esses resultados, sugerem que neste grupo genético ndo existe
mistura de material exdtico no tangente aos descritores topete, patas plumadas e penas
frizadas, haja visto, que esses parametros sdo inerente de ragas exoticas.

Quanto aos descritores cor da canela e coloracdo da plumagem a cor preta em ambos
descritores e nos trés municipios, 0 que mostra que para essas caracteristicas existe
homogeinidade dentro dos nicleos. Quanto ao descritor cor do pesco¢o houve variacao entre
0s municipios nas frequéncias dos caracteres manifestos (branco, preto e dourado) Figura 2.
As variagOes de cores do pescoco é indicativo de variabilidade genética devido a presenca de
genes com diferentes interacdes entre eles.

Os dados apresentados na Tabela 2 referentes aos nicleos de Canelas-Preta e descritos
acima, mostram que, para algumas caracteristicas (tipo de penas, cor da canela, cor da
plumagem, auséncia de topete e cor do bico) existem homogeneidade entre 0s municipios, ou
seja, normalizagdo do grupo genético. Para as demais caracteristicas estudadas, as anélises

sugerem que ha similaridade de caracteres entre os nucleos, a variacdo encontrada esta na



34

frequéncia desses caracteres, ou seja, a variacdo estid dentro e ndo entre 0s nucleos, o que
reforca a proposta de que esses nuacleos representam um Unico grupo genético e
qualitativamente uniforme.

A média do peso das galinhas nativas Canelas-Pretas € de 1,890kg, que estd dentro do
padrdo comercial, o que qualifica essas aves como alternativas de produgdo comercial, uma
vez que, galinha caipira é muito apreciado pela populagédo local. Analisando as medias das
caracteristicas corporais e da extremidade: peso, altura, medida ornitoldgica, envergadura,
circunferéncia toracica, comprimento da asa, comprimento coxa, comprimento do tarso,
diametro do tarso e comprimento do dedo central (Tabela 3), observou-se que as galinhas
Canelas-Preta dos nucleos amostrados possuem porte fisico relativamente médio, uma vez
que sdo maiores que as galinhas intituladas de pequeno porte (Galizé) e menores que as de
grande porte (Gigante Negro), o que pode apresentar vantagens biologicas importantes quanto
aos aspectos relacionados a adaptacdo, resisténcia e tipo de exploracao.

Os dez parametros relacionados a cabeca sdo essenciais na padronizagédo de aves nativa,
esses, propiciardo as informacdes relevantes no que tange a diferenciacdo da raca exdtica. A
andlise dos dados sugere que entre os individuos existe maior variagdo nas caracteristicas:
tamanho e largura da barbela e tamanho e largura da crista, isto € esperado para galinhas
nativas, pois releva a variacdo que € comum nessas aves, esse resultado também esta
relacionada a base do tronco formador dessas aves (formadas a partir de varios grupos
genéticos trazidos da Peninsula Ibérica).

Quanto menor o coeficiente de variacdo, mais homogenia € a amostra. Para 0s
individuos avaliados em relacdo as caracteristicas quantitativas (Tabela 3), os dados
evidenciam que ha tendéncia a heterogeneidade das caracteristicas entre os individuos, tendo
também, variaveis com elevados coeficiente de variagdo. Isto revela que a variabilidade
fenotipica do grupo, essencial para implantacdo de programas de melhoramento especifico
para as galinhas Canelas-Preta.

Conforme apresentado na Tabela 4, a maioria dos descritores (dezessete) mostra-se
significativo para variacdo entre nucleos (P < 0,05), o que sugere manejos e/ ou potenciais
geneticos diferentes. Os nucleos de Queimada-Nova e Oeiras apresentaram-se com médias
semelhantes, ja o de Teresina divergiu na maioria das medias em relagdo a Queimada-Nova e
assemelhou-se ao de Oeiras. Esse resultado € explicavel pelo fato das galinhas de Teresina
serem de nucleo de conservacgdo, onde é dado aos individuos a oportunidade de expressar e
perpetuar toda possivel variabilidade atraves de acasalamentos ao acaso. Ja as populacées de

Queimada-Nova e Oeiras sdo de nucleos de multiplicagdo e comercializacdo, onde 0s
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criadores selecionam os reprodutores pelo maior porte fisico, tipo de crista, dentre outros,
com isso, acabam por influenciar mesmo que indiretamente a frequencia de alguns
descritores. Induzindo a maior ou menor media.

Porém, apesar de haver variacdo entre 0s nucleos para a maioria dos descritores, a
caracteristica peso, que também ¢é relevante para caracterizagdo, ndo divergiu entre os nucleos.
Ainda segundo resultados apresentados na Tabela 4 e em relacdo ao sexo, dos 21 descritores
estudados, em 17 obteve-se P < 0,05, o que indica que esses parametros estdo associados ao
sexo, ou seja, 0 sexo influencia diretamente na variacdo destas caracteristicas. Em todos os
descritores divergentes 0os machos apresentaram maiores médias, e acentuado dimorfismo
sexual. Envergadura, comprimento e largura do olho e largura do bico néo esta relacionada ao
sexo, obteve (P > 0,05), ou seja, a expressdo dessas caracteristicas independem de efeito de
sexo, assegurando um nivel de significancia de 0,05.

A diversidade fenotipica estimada a partir da analise de agrupamento realizada pelo
método de UPGMA permitiu a formacdo de dois grupos, no grupo | foram alocados 4
individuos e no grupo Il 112 individuos com bootstrap de 65% e 64% respectivamente
(Figura 2). Valores de bootstrap acima de 50% indicam maior confianga na formagéo dos
ramos do dendograma. Como critério utilizado para avaliar o ajuste do agrupamento,
recomenda-se que o CCC (Coeficiente de correlacdo cofenética) seja maior que 0,70. Neste
trabalho foi estimado valor de 0,75 de CCC. Assim, quanto mais alto for o CCC menor sera a
distorcdo provocada no agrupamento (Sokal & Rohlf, 1962). O resultado dessa anélise sugere
que, apesar de existir variacdo entre individuos, elas ndo sdo suficientes para coloca-los longe

um dos outros. Os quatros individuos do grupo | podem ser animais despadronizados.
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Figura 2. Dendograma obtido a partir da distancia Euclidiana Média pelo método de agrupamento
Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean (UPGMA\) para os trés grupos genéticos de
galinhas.

A andlise de agrupamento demonstra que existe padrdo fenotipico uniforme para aves
Canelas-Preta. Essas informag6es contribuirdo para futuros programas de gestdo genética e de
melhoramento da raca. Porém, ainda ha necessidade de se estabelecerem ferramentas que

possam fortalecer, divulgar e incentivar sua criagdo e reintroducdo no meio rural.

CONCLUSAO

As galinhas Canelas-Preta apresentam caracteristicas de aves nativas, uma vez que
mostraram semelhanca nas distribuices dos descritores qualitativos entre os nucleos
amostrados e variacdo na frequéncia desses descritores dentro de cada nucleo, isso a
caracteriza como raca e fenotipicamente estruturada, com padrdes uniformes.

As Canelas-Preta tem o seguinte padrdo fenotipico qualitativo: tipo de crista: serra ou
noz e suas variagdes; cor da crista: vermelha ou escura; cor dos olhos: vermelho-alaranjado,
amarelo, pardo, marrom ou preto; cor do bico: amarelo ou escuro; cor da barbela: vermelha ou
escuro; auséncia de topete; tipo de penas: lisas; auséncia de patas plumadas; cor das canelas
predominantemente pretas; coloracdo da plumagem: preta; coloragdo do pescoco: varia entre
branco, preto, dourado.

Possuem caracteristicas fenotipicas quantitativas de elevado, médio e pequeno coeficiente de
variacdo, que revela a riqueza genica da raca e as qualifica para programas de conservagéo,

utilizacdo e melhoramento dos recursos genéticos.
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Tabela 1. Medidas corporais consideradas para caracterizagdo das galinhas nativas Canelas-Preta

Peso corporal

Medida ornitoldgica
Envergadura

Altura

Comprimento do cranio

Largura do cranio
Comprimento da crista

Largura da crista

Comprimento ocular
Largura ocular

Comprimento do bico
Largura do bico

Comprimento da barbela
Largura da barbela

Comprimento do pescogo
Circunferéncia toracica
Comprimento da coxa
Comprimento da asa
dobrada

Comprimento do tarso

Diametro do tarso

Comprimento do dedo do
pé

Medidas morfométricas Gerais
As aves foram pesadas no mesmo dia e pelo mesmo
mensurador.
Medida da ponta do bico até o final da cauda quando a ave
estiver virada para baixo.
Distancia entre as régimes primarias com as asas esticadas.
E a medida da distancia da ponta do bico a ponta do dedo
central do pé.
Caracteristicas da cabeca
E medida da distancia entre o 0sso occipital e a inser¢éo do
bico na cabeca (Onde comeca a plumagem).
Medida no nivel dos olhos.
Distancia entre a insercdo da crista no bico e o final do l6bulo
da crista.
Distancia entre a ponta espigao central até a insercdo da crista
na cabeca.
Distancia entre os cantos das palpebras.
Segunda dimensdo ocular, perpendicular ao comprimento,
incluindo as dobras das palpebras.
Comprimento da ponta do bico até a insercdo do bico na
cabeca
Medida da insercdo do bico na cabeca e perpendicularmente
até o final da mandibula inferior.
Comprimento da insercdo da barbela direita no bico, segurando
a barbela com uma mao e tragando uma linha reta até o final da
barbela.
Medida da segunda maior dimensdo da barbela perpendicular
ao comprimento.
Caracteristicas do pescoco
Distancia entre a nuca e a inser¢cdo do pescogo no corpo.
Caracteristicas do corpo
Com fita métrica mede-se o perimetro na altura do térax.
Caracteristicas das extremidades

Comprimento da articulacéo tibia-fémur até a articulacéo tibia-
tarso.
O comprimento foi obtido de acordo o método de Pettingill
(1985) ao longo da asa.
Comprimento da ligacéo tibia-tarso até o final da outra
articulacdo, tendo os pés para frente 90° em relacdo ao tarso.
Didmetro de traz para frente no meio do 0sso metatarso, sem
pressionar a pele.

Com os pés estendidos mediu-se 0 comprimento do dedo do

pé central, articulacdo do metatarso até a insercdo do dedo.
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Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas qualitativas das galinhas nativas (quantitativo e percentual)

CARACTERISTICA Teresina Oeiras Queimada-Nova
N % N % N %
Tipo de crista Serra 28 65 29 78 32 89
Noz 15 35 8 22 4 11
Cor da crista Vermelha 42 98 23 62 24 67
Escura 1 2 14 38 12 33
Cor dos olhos *Vr. Alaranjado 0 0 0 0 3 8
Amarelo 20 46 28 76 9 25
Pardo 0 0 6 16 17 47
Marrom 21 49 3 8 6 17
Preto 2 5 0 0 1 3
Cor do bico Amarelo 0 0 1 3 0 0
Escuro 43 100 36 97 36 100
Cor da barbela  Vermelho 42 98 31 84 29 81
Escuro 1 2 6 16 7 19
Topete Ausente 43 100 37 100 36 100
Presente 0 0 0 0 0 0
Patas plumadas Presente 0 0 0 0 0 0
Ausente 43 100 37 100 36 100
Cor da canela Preta 43 100 37 100 36 100
Cinza 0 0 0 0 0 0
Amarela 0 0 0 0 0 0
Tipo de penas Lisa 43 100 37 100 36 100
Frisadas 0 0 0 0 0 0
Cor da plumagem Preta 43 100 37 100 36 100
Cor do Pescoco Branca 5 12 15 41 14 37
Preto 18 42 10 27 15 39
Dourado 20 46 12 32 9 24
*Vermelho alaranjado
Tabela 3. Caracteristicas biométricas analisadas dos 116 individuos
Variaveis N Média Minimo Maximo CV (%)
Peso (Kg) 116 1,890 1,200 3,210 19,30
Altura (cm) 116 43,65 30,80 55,20 9,23
Medida Ornitolégica (cm) 116 34,49 28,00 41,90 6,80
Envergadura 116 40,25 31,80 59,20 10,73
Circunferéncia Toréacica (cm) 116 32,28 26,70 38,80 6,96
Comprimento Cranio (mm) 116 65,10 55,54 92,37 6,85
Largura Cranio (mm) 116 29,62 21,77 39,75 16,26
Largura Crista (mm) 116 20,74 2,82 61,86 56,26
Comprimento Crista (mm) 116 33,61 18,17 61,69 23,99
Comprimento Bico (mm) 116 21,63 16,58 30,16 11,86
Largura Bico (mm) 116 21,76 14,80 32,20 11,72
Comprimento Barbela (mm) 116 25,69 5,02 61,26 38,55
Largura Barbela (mm) 116 21,55 8,18 49,62 29,22
Comprimento Olho (mm) 116 16,07 10,82 20,50 10,51
Largura Olho (mm) 116 12,45 7,27 18,66 14,65
Comprimento pescogo (mm) 116 17,32 10,00 21,70 8,26
Comprimento Asa (cm) 116 12,40 4,40 18,20 10,96
Comprimento Coxa (cm) 116 16,37 13,20 20,40 7,47
Comprimento Tarso (cm) 116 10,02 7,90 13,09 8,59
Diadmetro Tarso (mm) 116 10,02 4,08 15,74 11,78
Comprimento Dedo (cm) 116 6,14 4,90 7,50 7,76

N= namero de animais; CV= coeficiente de variacao
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Tabela 4. Resultado do teste de significancia da variacdo das caracteristicas quantitativas em relagdo a
populagéo e sexo

Variaveis Populacéo / Médias Sexo / Médias DP da
Média
THE! Oeiras Q.Nova? Fémea Macho

Peso (Kg) 1,858a 1,877a 1,949a 1,892b 2,206a 0,3656
Altura (cm) 41,51b 44,90ac 44,93a 43,65b 47,17a 4,0304
Medida Ornitolégica (cm) 33,50b 35,16a 34,89%c 34,46b 37,34a 2,3483
Envergadura 39,17a 40,62a 40,98a 40,19a 41,89 4,3200
Circunferéncia Toréacica (cm) 31,73b 33,05a 32,07ab 32,26b 33,93a 2,2486
Comprimento Cranio (mm) 64,36a 64,77a 66,28a 65,08b 68,8a 4,4613
Largura Cranio (mm) 29,10b 29,80a 29,78ac 29,53b 30,47a 11.6737
Largura Crista (mm) 31,57b 34,52ac 35,26a 33,66b 39,20a 8,0677
Comprimento Crista (mm) 17,03c 20,34b 25,63a 20,75b 27,43a 11,6733
Comprimento Bico (mm) 22,07a 21,40a 21,33a 21,63a 21,91a 2,5675
Largura Bico (mm) 18,81c 22,93ac 23,97a 21,73b 22,86a 2,5519
Comprimento Barbela (mm) 23,96b 23,69b 29,68a 25,65b 33,28a 9,9066
Largura Barbela (mm) 20,12b 20,59 24,31a 21,57b 28,59% 6,3001
Comprimento Olho (mm) 15,62b 16,13ab 16,54a 16,07a 16,46a 1,6892
Largura Olho (mm) 12,80a 11,77b 12,72ac 12,444 12,56a 1,8250
Comprimento pescoc¢o (mm) 16,79b 17,67a 17,54ab 17,31b 18,75a 1,4316
Comprimento Asa (cm) 10,76b 13,38a 13,30ac 12,39b 14,08a 1,3602
Comprimento Coxa (cm) 15,50b 16,88ac 16,83a 16,35b 17,92a 1,2229
Comprimento Tarso (cm) 9,58b 10,09ac 10,44a 10,01b 11,13a 0,8612
Diametro Tarso (mm) 9,60b 9,99ab 10,56a 10,02b 11,50a 1,1817
Comprimento Dedo (cm) 5,91b 6,22ac 6,32a 6,16b 6,53a 0,4773

Kg = kilograma; cm = centimetros; mm = milimetros;DP= desvio padréo; * Teresina; > Queimada-Nova; Médias
com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% probabilidade.
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ARTIGO 2

Analise da Variabilidade Genética de Doze Loci de Microssatélites em
Galinhas Caipiras Nativas Canelas-Preta

RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi analisar a variabilidade genética de doze loci
de microssatélites em galinhas nativas Canelas-Preta. Foram coletadas amostras de
sangue de 118 galinhas Canelas-Preta, provenientes de cinco propriedades em trés
municipios (Oeiras, Queimada-Nova e Teresina) do estado do Piaui. Ap0s extracdo do
DNA foram utilizados marcadores para doze loci de microssatélites: LE10192, LEI0209,
LEIO212, LEIO217, LEI0221, LEI0234, LEI0237, LEI0248, LEI0258, MCWO0081,
MCW0183 e MCW0213 que foram amplificados por meio da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os resultados demonstraram um total de 408 alelos
(somando os alelos dos 12 loci), com os fragmentos variando entre 50 e 460 pares de
base, 0 nimero de alelos variou de 15 (MCWO0081) a 52 (LEI0212), com media de 31,5
alelos por locus. A média de heterozigosidade esperada e PIC foram, respectivamente,
0,887 e 0,909. Foram observados desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg e valores
positivos do indice de fixacdo com excesso de homozigotos. Conclui-se que 0s
microssatélites utilizados sdo polimérficos e que podem, portanto, serem utilizados para
investigacbes genéticas em galinhas Canelas-Preta. As aves dos nucleos analisados
apresentam grande variabilidade génica, o que as qualifica como importante fonte de
recursos genéticos, e que poderdo, assim, serem utilizadas em futuros programas de
melhoramento genético animal.

PALAVRAS CHAVES: Alelos, Gallus gallus, Nativa, Polimorfismo, SSR

Variability Analysis of Genetic Loci Twelve Microsatellite in
Chickens Grits Native Canelas -Preta

ABSTRACT- The aim of this study was to analyze the genetic variability of twelve
microsatellite loci in native Canelas-Preta chickens. Blood samples were collected from
118 chickens of the breed from five properties in three cities (Oeiras, Queimada Nova
and Teresina) of Piaui state. After the DNA extraction were used markers for twelve
microsatellite loci: LEI0192, LEI0209, LEI0212, LEI0217, LEI0221, LEI0234,
LEI0237, LEI0248, LEI0258, MCW0081, MCW0183 and MCWO0213 that were
amplified by polymerase chain reaction technique (PCR). The results showed a total of
408 alleles (adding alleles from the 12 loci) with the fragments ranging between 50 and
460 base pairs, the number of alleles ranged from 15 (MCWO0081) to 52 (LEI0212)with
an average of 31,5 alleles per locus. The average expected heterozygosity and PIC were,
respectively, 0.887 and 0.909. Deviations were observed in the Hardy-Weinberg
equilibrium and positive values of the fixation index with excess of homozygotes. It is
concluded that the used microsatellites are polymorphic and can, therefore, be used for
genetic research in Canelas-Preta chickens. The birds of the analyzed cores present
great genetic variability, which qualifies them as an important source of genetic
resources, which could be used for future animal breeding programs.

KEYWORDS: Allele, Gallus gallus, Native, Polymorphism, SSR
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INTRODUCAO

As galinhas domésticas do Brasil foram introduzidas pelos portugueses no periodo
da colonizacdo por volta do ano de 1500. Essas aves passaram por um processo de
adaptacdo e selecdo natural durante décadas. As aves foram criadas soltas, propiciando
cruzamentos aleatorios e, dessa maneira, surgiram as racas de galinhas nativas
brasileiras. Acredita-se que essas aves sdo bem adaptadas ao clima, resistente a parasitas
e doencas, sendo consideradas de elevada rusticidade e detentora de alta variabilidade
genética. Apesar de todas essas qualidades, muitas dessas populacdes de galinhas
nativas encontram-se em risco de extingdo (Fonteque et al., 2014).

Pouco se conhece sobre a variabilidade genética das aves nativas, porém estudos
cientificos recentes apontam alta variabilidade genética em galinhas caipiras brasileiras
(Possamai, 2011). O conhecimento da variabilidade genética das galinhas nativas é
fundamental para programas de conservacdo de recursos genéticos e melhoramento
animal, o que viabiliza estabelecer programas de selecdo dessas aves. A investigacdo da
variabilidade genética das galinhas caipiras nativas Canelas-Preta € uma das maneiras
de se comprovar a importancia da conservacdo destes animais para preservacao da
diversidade da espécie.

Canelas-Preta sdo galinhas nativas criadas por pequenos agricultores do estado do
Piaui. Ainda ndo se conhece sobre a variabilidade genética dessas aves nativas
brasileira. Assim, faz-se necessario pesquisas que divulguem essas aves; que auxiliem
0s programas de preservacao, conservacdo e utilizacdo dos recursos genéticos e
melhoramento animal; e que subsidiem a valorizagdo e reconhecimento desse material
genético brasileiro. Nesse contexto o objetivo desta pesquisa foi analisar a variabilidade

genética de doze loci de microssatélites em galinhas caipiras nativas Canelas-Preta.

MATERIAL E METODOS
e Amostragem e areas de coleta
Para a realizacdo da pesquisa foram utilizadas galinhas nativas Canelas-Preta de
criatorios de agricultores credenciados no “Projeto Produtores do Futuro” no Piaui. O
projeto de pesquisa foi cadastrado no comité de ética Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM) e, posteriormente, 0s objetivos da pesquisa foram

esclarecidos aos criadores, que aceitaram participar do projeto, autorizando a coleta dos
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dados em sua propriedade, em seguida, foi realizada a coleta do material biolégico
(sangue) nos nucleos.

Para as analises experimentais foram utilizadas 118 galinhas caipiras nativas
Canelas-Preta, provenientes de cinco nucleos situados em trés municipios do estado do
Piaui, amostradas em janeiro de 2015. Sendo 38 amostras do ndcleo Genesis, localizado
no municipio de Teresina; 21 amostras do ndcleo do povoado Caldeirbes e 16 amostras
do nucleo de Séo Francisco, ambos localizados na regido do municipio de Oeiras; 19
amostras do ndcleo da comunidade Tapuio e 24 amostras na comunidade indigena Serra
Grande, ambas localizadas no municipio de Queimada-Nova, PI.

As amostras de sangue foram retiradas da veia ulnar das aves e posta sobre papel
filtro, apds a secagem do sangue sobre o papel em ambiente natural, este foi colocado
dentro de envelope e identificado com as informacbes de cada ave. Os municipios

selecionados para realizacdo da pesquisa encontram-se descritos na Figura 1.

! Municipios com Nucleos de
F NS ¥~ Canela-Preta

R 550 Km

Figura 1- Mapa da localizacdo dos municipios onde cada amostra foi coletada dentro do estado do Piaui.
Nucleos de galinhas Canelas-Preta em Teresina, Oeiras e Queimada —Nova.

e Anélises laboratoriais
Os procedimentos laboratoriais foram realizados no laboratorio de Genética
Molecular Aplicada do Departamento de Zootecnia da UFVJIM, localizado no
municipio de Diamantina - MG. Utilizou-se fragmento de cada amostra, de 0,5cm do
papel filtro para o procedimento da extracdo do DNA gendmico, que por sua vez, foi

realizado através do protocolo de extragdo salina estabelecido por Lopera-Barrero et al.
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(2008). A quantificacdo do DNA foi feita no espectrofotdbmetro com amplitude de onda
de 260 nm e as amostras diluidas para uma concentracdo de 10 ng/pl. A integridade do
DNA foi verificada em eletroforese horizontal usando um gel de agarose 1%, a 70 V por
70 minutos e, posteriormente, capturou-se a imagem no sistema fotografico UV-312.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA desejados foi realizada pela técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), conforme descrita por McConnell et al.
(1999), a partir do DNA total. Foram utilizados 14 loci de microssatélites desenhados
para espécie Gallus gallus: LEI0192, LEI0234, LEI0248, MCW0081, MCW0183
(FAO, 2004), LEIO0209, LEIO212, LEIO214, LEIO217, LEIO221, LEI0237, LEI0258
(McConnell et al., 1999), MCW0213, MCWO0305 (Crooijmans et al., 1997), seguindo as
condicdes iniciais de padronizacdo da PCR sugerida por cada autor.

Os primers foram testados com o DNA de 10 aves diferentes para verificacdo da
amplificacdo e padronizacdo das reacbes PCR. As misturas para as reagOes da PCR e
respectivas concentragdes dos reagentes foram as seguintes: 50 ng de DNA, 2,5 uL de
tampé&o 10X (100mM Tris-HCI, pH 8,3, 500mM KCI), 1-2,5 uL (20-50 mM) de MgCI2,
2 L da mistura de dNTP (0,2mM de dATP,dCTP, dGTP e dTTP), 0,8 uM de cada
iniciador, 0,5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e H20 para completar o
volume final de 16 pL.

A mistura total da reacdo PCR foi submetida ao termociclador nas seguintes
etapas: 1 minuto de desnaturacdo inicial a 94°C; 30 ciclos de 30 segundos de
desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de anelamento a 49-64°C (dependendo do par de
iniciadores — ver Tabela 1) e 50 segundos de extensdo a 72°C; bem como 5 minutos de
extensdo final a 72°C. Os produtos das reacfes de PCR foram visualizados em gel de
poliacrilamida desnaturante a 10%. Para visualizacdo dos fragmentos no gel, este tltimo
foi submetido a uma solucdo de fixacdo (10% etanol, 0,5% &cido acético) por 20 min,
depois outra solucdo contendo 6 mM de nitrato de prata por 30 min e posteriormente
com uma prévia lavagem com &gua destilada, foi submersa numa solucdo reveladora
com 0,75 M NaOH, 0,22% e formol 40%. Cada gel foi fotografado com uma camera
digital.

Foi utilizado marcador de DNA com bandas de comprimento conhecido, variando em
50 pares de bases (pb) (Invitrogen), para auxiliar na determinagdo do tamanho dos
fragmentos. Apos a determinacgdo das condicdes ideais de PCR para cada primer, foram

realizadas as genotipagens dos marcadores.



47

Analises estatistica
De posse dos dados de genotipagem, procedeu-se com as analises genéticas, que

foram conduzidas em diferentes programas. O programa GenAlEx 6.5 (Peakall &
Smouse, 2012) foi usado para calcular as frequéncias alélicas em cada locus, estimativas
de heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho). O contetdo de informagédo
polimérfica (PIC) foi calculado utilizando o pacote de analise do programa CERVUS
v.3.0.3 - © Copyright Tristan Marshall (1998) (www.fieldgenetics.com). Os testes de
probabilidade foram baseados no Método da Cadeia de Marcov usando 1000 steps de
dememorizacdo, 100 batches e 1000 interagdes por branches. Uma corre¢éo sequencial
de Bonferroni (Rice,1989) foi aplicada para corrigir o efeito de multiplas comparagdes
evitando a possibilidade de resultados erroneamente significantes (erro tipo I). Um nivel
global de significancia de 0,05 foi usado para as correlacdes.

Para verificar a condi¢cdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) em cada locus,
foi utilizado o programa GENEPOP v.4.0.10 (Rousset, 2008). Para evidenciar a
presenca de alelos nulos, foi utilizado o programa Micro-checker (Van Oosterhout et al.,
2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condicBes das PCRs (reacdo em cadeia da polimerase), feitas com os protocolos
sugeridos pelos autores dos primers utilizados, ndo foram concordantes. Isso
possivelmente é justificado pela variacdo de aparelhos utilizados (termocicladores) e o0s
primers ndo serem especificos dessa raca. Com isso, houve a necessidade de ajustes nas
condicdes de amplificacdo dos primers SSR para raca Canelas-Preta, a partir de
alteracdes na temperatura de anelamento e na quantidade de magnésio utilizado para as
reacOes conforme especificado na Tabela 1. Dos quatorze primers testados, apenas 12
primers tiveram amplificacdes positivas e polimorficas (Figura 2). Apesar dos diversos
testes de temperatura, os primers MCWO0305 e LEI0214, ndo foi encontrada a
temperatura exata de anelamento para visualizagdo das barras de DNA com o0 uso desses

primers.
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Figura 2 - Perfil eletroforetico em gel de poliacrilamida mostrando os doze marcadores microssatélites
otimizados para galinhas Canelas-Preta; (50pb = Marcador de 50 pb)

Os doze loci microssatélites utilizados neste estudo mostraram-se eficientes na
genotipagem do DNA das 118 aves estudadas. O numero de alelos por locus de
microssatélite por populacdo de galinhas pode variar muito, podendo ir de um
(monomdrfico) até varios (polimdrfico) (Fonteque, et al. 2014). Nesta pesquisa 0
nimero de alelos em cada locus variou de 15 (MCWO0081) a 52 (LEI0258). A
amplificacdo das amostras gerou um total de 408 alelos (somando os alelos de cada
locus), com alelos variando entre 50 e 460 pares de bases (Tabela 1).

Este elevado polimorfismo das amostras em todos os loci analisados pode ser
evidenciado se comparar estes dados com o encontrado para 0s mesmos loci na
literatura. Fonteque et al., (2014), ao analisar 100 amostras de galinhas caipiras
brasileiras de ovos azuis com uso de microssatélites, encontraram 19 alelos para o locus
LEI0192, 28 alelos para o LEI0212, 19 alelos para o LEI0217, 12 alelos para o
LEI0248, 05 alelos para 0 MCWO0081 e 07 alelos para o MCWO0183. Clementino
(2010), encontrou 15 alelos para o locus LEI0209, 15 alelos para o LEI0221, 16 alelos
para o LE10234, 29 alelos para o LE10237, 33 alelos para o LE10258 e 20 alelos para o
MCWO0213. Nas galinhas nativas Canelas-Preta encontrou-se 19 alelos para os loci
LEI10248 e MCW0213, 37 alelos para o LEI0192, 20 alelos para o LEI0209, 45 alelos
para o LEI0212, 44 alelos para o LEI0217, 21 alelos para o LE10221, 40 alelos para o
LEI0234, 36 alelos para o LEI0237, 52 alelos para o LEI0258, 15 alelos para
MCWO0081 E 29 alelos para MCW0183.

Um nimero maximo de 52 alelos foi detectado para o marcador LE10258. Uma
variacdo deste nivel pode sugerir que este locus encontra-se em uma regido de elevada
taxa de mutacdo ou de selecdo positiva a mutacdo, 0 mesmo pode esta acontecendo com
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0s demais marcadores pois todos os loci apresentaram elevado nimero de alelos. Em
relacdo ao numero médio de alelos para os loci analisados, percebe-se o alto
polimorfismo das amostras estudadas. Observou-se média de 31,5 alelos, notoriamente
superior a maioria dos trabalhos que tem relatado variabilidade de microssatélites em
galinhas. Para linhagens de galinhas comerciais (corte ou postura) o nimero médio de
alelos variou de 1,3 e 8,1 nas analises de Croojimans et al. (1997), Liu et al. (2008) e
Davila et al. (2009). Para aves nativas, ttm-se observado valores médios entre 3,4 a 19
alelos para os loci estudados (Kaya et al., 2008; Fonteque et al. 2014, Kuman et al.,
2015).

Todos os locus estudados apresentaram alto polimorfismo. Alguns trabalhos com
galinhas revelaram comparativamente baixos nimeros de alelos por locus. Clemetino
(2010) encontrarou variacdo de 9 a 33 alelos por locus e Fonteque et al. (2014)
encontraram variagdo de 2 a 28 alelos por locus. No entanto, corroborando com os
resultados desta pesquisa, Qu et al. (2006) e Kuman et al. (2015) encontraram variacao
de, respectivamente, 6 a 51 e 5 a 43 alelos por locus.

O ndmero de alelos por loci em aves nativas em geral sdo mais elevados do
que em aves comerciais devido a forte pressao de selecdo que estas Gltimas sdo impostas
(Blackburn, 2006). Nas populacdes aqui analisada, os valores foram ainda superiores
aos relatados na literatura para galinhas nativas, demonstrando a elevada variabilidade
genética das galinhas caipira brasileiras da raca nativa Canelas-Preta, o que as
qualificam como fonte de variabilidade genética que, para tanto, devem ser conservadas.
Essa informacdo € relevante no estabelecimento de programas de conservacdo e
melhoramento genético dessa raca.

O valor médio de PIC foi de 0,909, variando de 0,745 (MCWOOQ81) a 0,967
(LE10258), o que indica elevada variabilidade e polimorfismo nas populacfes
estudadas, além de inferir que mais informacdes genéticas podem ser fornecidas por
esses loci de SSR. Costa et al. (2009) afirmaram que marcadores gque apresentam
valores de PIC acima de 0,5 s&o considerados muito informativos, sendo observados em
todos os locus estudados valores superiores dessa média (Tabela 2).

No presente estudo, os valores de médios de heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) foram respectivamente 0,887 e 0,674, o que reflete na adequagéo desses
marcadores para medir a variagdo genética (Tabela 2). Pela analise dos pardmetros de

variabilidade genética pode-se observar que embora a media da heterozigosidade
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observada, esteja abaixo que da esperada, este valor é elevado indicando uma alta
diversidade nos nucleos estudados. Para aves comerciais (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; Tadano et al., 2009). Para galinhas
nativas, os valores ficam em torno de 0,56 a 0,86 para He, e entre 0,38 a 0,63 para Ho
(Kaya et al., 2008; Fonteque et al., 2014). Os dados dessa pesquisa sdo compativeis com
os valores encontrados em aves nativas.

Marcador molecular é considerado polimorficamente informativo, sendo,
portanto, eficiente para medir a variagdo genética quando apresenta heterozigosidade
maior a 70%. Para Menezes et al. (2006), a heterozigosidade média observada é
considerada elevada quando apresenta valores superiores a 0,7, e reduzida, com valores
inferiores a 0,5. J& para heterozigosidade média esperada, valores superiores a 0,5
indicam elevada diversidade genética dos marcadores. Heterozigosidade de um
marcador é a probabilidade de um individuo ser heterozigoto no locus marcador e
depende do numero de alelos e de sua frequéncia na populacdo podendo ser considerada
uma medida de diversidade genética.

Os valores de He encontrados por loci variaram de 0,721 a 0,941, e os valores de
Ho de 0,243 a 0,939. O maior valor de He encontrado foi para o locus LEI10258, o0 maior
valor de Ho encontrado para o locus MCWO0081, e os menores valores de He e Ho
encontrados para os loci MCWO0081e LEI0248. A Ho foi menor do que a He em todos
os loci estudados. Os marcadores LEI0237, LEI0O258, MCWO0081, MCWO0181 e
MCWO0213 apresentaram elevado grau de heterozigosidade observada, com valores
superiores a 0,7. Apresentando valores intermediarios entre 0,7 e 0,5 0os marcadores
LEI0192, LEIO209, LEIO212, LEIO217, LEIO221, LEIO234. Apenas o marcador
LEI0248, apresentou nivel reduzido de heterozigosidade observada, com valor inferior a
0,5.

Noventa e dois por cento dos marcadores apresentou Ho superior a 0,5. Para
heterozigosidade esperada, todos loci apresentou valor superior a 0,5. Estes dados
indicam uma elevada diversidade genética dos marcadores analisados.

Dos doze loci estudados, dez apresentaram desvios do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) para as popula¢Ges em estudo, com excegdo dos loci MCWO0081 e
MCWO0213. Segundo Fonteque et al. (2014), os desvios de EHW podem ser devidos a

diversos fatores, como acasalamentos direcionados, subdivisdes dentro das populagdes,
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antepassados comuns, selecdo natural ou artificial, migracdo ou fluxo de genes a partir
de populacgdo externa, além da presenca de alelos nulos. Uma caracteristica em comum
das galinhas caipiras é o tipo de sistema de criacdo. Criacdo extensiva se da onde
pequenas populagdes sdo criadas livres a campo.

Essas populacbes pequenas geralmente apresentam numero reduzido de
individuos com alto grau de parentesco e pouca utilizacdo de reprodutores (que
geralmente sao selecionados pela beleza ou porte fisico), o que predispde muito as altas
taxas de endogamia. As galinhas brasileiras Canelas-Preta apresentam esse sistema de
criagdo comum das aves caipiras, logo sdo populacfes pequenas. Elas sdo submetidas
tanto a selecdo natural sobre as fémeas, como artificial sobre os machos (que
correspondem a 50% da genética do rebanho). Observou-se a presenca de alelos nulos
nas populacdes estudas. Estes fatores citados anteriormente (pequena populacéo, alelos
nulos) podem justificar o desvio do EHW. A ocorréncia de desvios quanto ao equilibrio
de Hardy-Weinberg também foi verificada em diversos trabalhos com aves (Davila et
al., 2009; Fonteque, et al., 2014; Kuman et al., 2015).

Os valores de numero médio de alelos e heterozigosidades médias encontrados
neste estudo sugerem que existe elevada variabilidade genética em galinhas nativas
Canelas-Preta. Esta elevada variabilidade genética demonstra a importancia a
conservacao destes animais como fonte de recursos genéticos. Estes recursos poderdo,
no futuro, serem utilizados em programas de melhoramento genético animal de

galinhas.

CONCLUSAO

As galinhas nativas Canelas-Preta, apresentaram elevada variabilidade genética
para os loci analisados, 0 que mostra a conservacao desse material genético, que deve
ser mais estudado.

Todos os microssatélites utilizados nas analises foram significativamente
polimérficos, demonstrando alta variagdo na amostra, capacitam-se para serem
utilizados em analises de variabilidade genética populacional, caracterizacdo de ragas e
determinacéo de perfil individual, auxiliando em programas de conservagéo de recursos

genéticos e melhoramento animal.
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ANEXOS

Tabela 1 — Descri¢do dos Loci de Microssatélites utilizado no estudo da caracterizagdo genética de galinhas Canelas-preta

Nome dos Loci N°alelos* Tamanho  sequencia primer Forward  sequencia primer reverse Ta  MgCP? Localizacdo Referéncia
Alelos (°C) (Mm) no mapa
Observado(pb) (uL)
LEI0192 37 160 - 355 TGCCAGAGCTTCAGTCTGT GTCATTACTGTTATGTTTATTGC 55 1 Cromossomo 6 FAO (2004)
LEI10209 20 80-164 AATTTGGTGTCATACCTCTCC GACTTTCCAGTGTCTCGTTTAG 49 15 Cromossomo 1 McConnell et al.,
1999
LEI0212 45 280 - 460 TTTGCCAATCCCTATTGAGC TTTTCATATTTGTGGCGTGC 58 2,5 X McConnell et al.,
1999
LEI0217 44 104 - 376 GATGACTGAGAGAAATAACTTG  AAATTACTGAGGCACAGGAG 55 1,5 Cromossomo 1 McConnell et al.,
1999
LEI0221 21 136 - 376 CCTTTATCCACTCTTCATGCAC TGCATAAATTCCATGGGTAAGC 58 15 Cromossomo 1 McConnell et al.,
1999
LE10234 40 148 - 420 ATGCATCAGATTGGTATTCAA CGTGGCTGTGAACAAATATG 57 15 Cromossomo 2 FAO (2004)
LEI0237 36 176 - 448 GTTAAGTGTTCTCTGATGTAGC  CTTCAACTATAAAGCATAGCTG 57 1,5 Cromossomo 2 McConnell et al.,
1999
LEI10248 19 156 - 264 TTTGAAAGTGACCATGATTCTG  AAGCAGTTTCCAAGCTAAGAAC 61 15 Cromossomo 2 FAO (2004)
LEI10258 52 125 - 450 CACGCAGCAGAACTTGGTAAGG  AGCTGTGCTCAGTCCTCAGTGC 58 1,5 Cromossomo 16 McConnell et al.,
1999
MCWO0081 15 50-112 GTTGCTGAGAGCCTGGTGCAG CCTGTATGTGGAATTACTTCTC 60 2 Cromossomo 5 FAO (2004
MCWO0183 29 220 - 420 ATCCCAGTGTCGAGTATCCGA TGAGATTTACTGGAGCCTGCC 64 1 Cromossomo 7 FAO (2004
MCW0213 19 150 - 352 CTGTTCACTTTAAGGACATGG GACAAGTCAACAACTTGCCAG 55 15 Cromossomo 13 Crooijmans et al.,
1997

X- Cromossomo nao informado; *Numero de alelos encontrados na pesquisa
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Tabela 2 - Polimorfismo de 12 loci de microssatélites em 118 amostras de DNA de galinhas

Canelas-Preta

LOCUS Nl Ho? He® “T(PB) PIC
LE10192 21,333 0,650 0,916 160-355 0,941
LE10209 14,000 0,695 0,889 80-164 0,902
LEI0212 27,66 0,550 0,936 280-460 0,957
LE10217 23,333 0,692 0,918 104-376 0,936
LE10221 14,333 0,550 0,880 136-296 0,892
LE10234 23,667 0,567 0,925 148-420 0,952
LE10237 24,333 0,720 0,925 176-448 0,942
LE10248 12,000 0,243 0,807 156-264 0,854
LE10258 30,000 0,721 0,941 125-450 0,967
MCWO0081 7,667 0,939 0,721 50-112 0,745
MCWO0183 20,667 0,829 0,928 220-420 0,940
MCWO0213 12,333 0,926 0,860 150-352 0,886
MEDIA 19,278 0,674 0,887 - 0,909

'Frequencia de alelos por locus; ?Heterozigosidade observada; *Heterozigosidade esperada; “Tamanho de
alelos em pares de base; °Conteudo de Informacéo Polimorfica;
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ARTIGO 3

Caracterizacao genética de galinhas caipiras nativas Canelas-Preta

RESUMO: Foram utilizados doze marcadores microssatélites para caracterizar
geneticamente galinhas caipiras nativas Canelas-Preta no estado do Piaui. Foram
coletadas amostras de DNA de 118 galinhas em trés municipios do estado. Apos
extracdo do DNA foram utilizados marcadores para doze loci de microssatélites que
foram amplificados por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Foram feitas analises estatisticas da estimativa de heterozigosidades observada e
esperada, analise de variancia molecular, componentes principais, estatistica F de
Wright e andlise de estrutura populacional com base em analise bayesiana. As analises
de diferenciacdo genética (AMOVA) indicam baixa diferenciacdo entre os nucleos
avaliados, indicando se tratar geneticamente de Unico grupo. Os resultados da estatistica
F indica tendéncia dos individuos dos nucleos estudados a endogamia. Gréfico de
dispersdo e analise bayesiana usados para mostrar a estrutura das aves Canelas-Pretas
sugeriram a existéncia de quatro grupos genéticos e revelaram que ha fluxo génico entre
os planteis analisados. Os microssatélites analisados apresentaram alta variabilidade, o
que demonstra alta variacdo nas amostras e revela sua eficiéncia no estudo de
caracterizacdo. Os resultados apontam que as galinhas Canelas-Preta estdo
geneticamente estruturadas.

PALAVRAS CHAVES: Estrutura populacional, Gallus gallus, Microssatélites, Nativa,
Polimorfismo, Variabilidade genética

Genetic characterization of Canelas-Preta native hens

ABSTRACT- Twelve microsatellite markers were used to characterize genetically
Canelas-Preta native hens in the state of Piaui. DNA samples were collected from 118
hens in three cities in the state. After the DNA extraction, markers were used for twelve
microsatellite loci that were amplified by polymerase chain reaction (PCR). Statistical
analysis were performed for heterozygosity estimate observed and expected , analysis of
molecular variance, principal components, Wright's F-statistics and analysis of
population structure based on Bayesian analysis. The analysis of genetic differentiation
(AMOVA) indicate low differentiation between the studied cores, indicating it is
genetically unique group. The results of the F-statistics indicates tendency of
individuals cores studied to inbreeding. Scatterplot and Bayesian analysis used to show
the structure of Canelas-Preta birds suggested the existence of four genetic groups and
revealed that there is gene flow between the flocks analyzed. The microsatellites
showed high variability, which shows high variation in the samples and reveals its
effectiveness in the study of characterization. The outcomes show that the Canelas-Preta
hens are genetically structured.

KEYWORDS: Population structure, Gallus gallus, Microsatellite, Native,
Polymorphism, Genetic Variability
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INTRODUCAO
Nos anos de 1930, a avicultura industrial teve um importante avanco no Brasil,

nesse contexto as ragas nativas foram sendo substituidas, consequentemente, algumas
dessas ragas entraram em risco de extingdo. Porém, em 1980, houve uma crescente
demanda por parte dos pequenos criadores por aves caipiras mais rusticas, devido a
valorizacdo de produtos naturais e pela rusticidade das mesmas, préprias para criacdo
em sistemas tradicionais. Contudo, para atender essa demanda se fez necessaria a busca
de aves caipiras adaptadas a cada regido. Nesse contexto, as ragas nativas tornaram-se
potencialmente lucrativas (Fonteque et al., 2014).

Em algumas regibes, as galinhas nativas Canelas-Preta também sdo conhecidas
como “Jacu” e se caracterizam principalmente por possuirem tarso e falanges de
coloragdes pretas, e corpo predominantemente preto com pigmentacGes nas penas do
pescogo nas cores brancas, douradas ou vermelhas e sendo possuidoras de carne de
coloracdo mais escura comparada as demais galinhas caipiras. Pouco se conhece sobre a
genética dessas aves nativas.

A caracterizacdo genética de galinhas nativas vem sendo feita por alguns paises
com intuito de evitar a perda desse importante material genético, porém, apenas 25%
das racas de galinhas nativas estdo em algum tipo de programa de conservacao, fator
esse que precisa urgentemente ser revertido (Clementino, 2010).

Marcadores moleculares tém sido utilizados para estudos de caracterizacéo
genética de populagbes de galinhas nativas. O mais utilizado € o microssatélite,
sequéncias repetitivas de DNA, também conhecidos como Simple Sequence Repeats
(SSR). Geralmente, sdo repeticbes de mono, tetra e principalmente dinucleotideos, e
estdo localizados entre os genes ou dentro de introns (Davila et al., 2009).

Na literatura consultada ndo foram encontradas respostas de pesquisas
envolvendo as galinhas Canelas-Preta, o que sugere a necessidade de caracterizar
geneticamente esse importante material genético. Nesse contexto, o objetivo com esta
pesquisa foi caracterizar geneticamente e avaliar a estrutura populacional de galinhas

caipiras da raca Canelas-Preta em trés municipios do estado do Piaui.
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MATERIAL E METODOS
e Amostragem e areas de coleta

Para a realizacdo da pesquisa foram utilizadas galinhas nativas Canelas-Preta de
criatorios de agricultores credenciados no Projeto Produtores do Futuro no Piaui. O
projeto de pesquisa foi cadastrado no comité de ética Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM) e, posteriormente, os objetivos da pesquisa foram
esclarecidos aos criadores, que aceitaram participar do projeto, autorizando a coleta dos
dados em sua propriedade, em seguida, foi realizada a coleta do material biologico
(sangue) nos nucleos.

Para as analises experimentais foram utilizadas 118 galinhas caipiras nativas
Canelas-Preta, provenientes de cinco nucleos situados em trés municipios do estado do
Piaui, amostradas em janeiro de 2015. Sendo 38 amostras do nucleo Genesis, localizado
no municipio de Teresina; 21 amostras do nlcleo do povoado Caldeires e 16 amostras
do nucleo de Sdo Francisco, ambos localizados na regido do municipio de Oeiras; 19
amostras do nucleo da comunidade Tapuio e 24 amostras na comunidade indigena Serra
Grande, ambas localizadas no municipio de Queimada-Nova, PI.

As amostras de sangue foram retiradas da veia ulnar das aves e posta sobre papel
filtro, apds a secagem do sangue sobre o papel em ambiente natural, este foi colocado
dentro de envelope e identificado com as informacfes de cada ave. Os municipios
selecionados para realizacdo da pesquisa encontram-se descritos na Figura 1.
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: Municipios com Niicleos de
) Canela-Preta

550 Km

Figura 1- Mapa da localizagdo dos municipios onde cada amostra foi coletada dentro do estado do Piaui.
Nucleos de galinhas Canelas-Preta em Teresina, Oeiras e Queimada —Nova.

e Anélises laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no laboratério de Genética
Molecular Aplicada do Departamento de Zootecnia da UFVJIM, localizado no
municipio de Diamantina - MG. Utilizou-se fragmento de cada amostra, de 0,5cm do
papel filtro para o procedimento da extracdo do DNA gendmico, que por sua vez, foi
realizado atravées do protocolo de extracdo salina estabelecido por Lopera-Barrero et al.
(2008). A quantificagdo do DNA foi feita no espectrofotometro com amplitude de onda
de 260 nm e as amostras diluidas para uma concentracdo de 10 ng/ul. A integridade do
DNA foi verificada em eletroforese horizontal usando um gel de agarose 1%, a 70 V por

70 minutos e, posteriormente, capturou-se a imagem no sistema fotografico UV-312.
A amplificagdo dos fragmentos de DNA desejados foi realizada pela técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), conforme descrita por McConnell et al.

(1999), a partir do DNA total. Foram utilizados 12 loci de microssatélites desenhados
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para espécie Gallus gallus: LEI0192, LEIO234, LEI0248, MCWO0081, MCWO0183
(FAO, 2004), LEIO0209, LEI0212, LEI0217, LEI10221, LEI0237, LEI0258

(McConnell et al., 1999), MCW0213 (Crooijmans et al., 1997), seguindo as condicdes
iniciais de padronizacdo da PCR sugerida por cada autor.

Os primers foram testados com o DNA de 10 aves diferentes para verificagdo da
amplificacdo e padronizacdo das reacbes PCR. As misturas para as reag0es da PCR e
respectivas concentracdes dos reagentes foram as seguintes: 50 ng de DNA, 2,5 uL de
tampé&o 10X (100mM Tris-HCI, pH 8,3, 500mM KCl), 1-2,5 uL (20-50 mM) de MgCiI2,
2 pL da mistura de dNTP (0,2mM de dATP,dCTP, dGTP e dTTP), 0,8 uM de cada
iniciador, 0,5 unidades de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec) e H20 para completar
o0 volume final de 16 pL.

A mistura total da reacdo PCR foi submetida ao termociclador nas seguintes

etapas: 1 minuto de desnaturacdo inicial a 94°C; 30 ciclos de 30 segundos de
desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de anelamento a 49-64°C (dependendo do par de
iniciadores — ver Tabela 1) e 50 segundos de extensdo a 72°C; bem como 5 minutos de
extensdo final a 72°C. Os produtos das reacfes de PCR foram visualizados em gel de
poliacrilamida desnaturante a 10%. Para visualizacdo dos fragmentos no gel, este Gltimo
foi submetido a uma solucdo de fixacdo (10% etanol, 0,5% acido acético) por 20 min,
depois outra solucdo contendo 6 mM de nitrato de prata por 30 min e posteriormente
com uma prévia lavagem com agua destilada, foi submersa numa solucéo reveladora
com 0,75 M NaOH, 0,22% e formol 40%. Cada gel foi fotografado com uma camera
digital.
Foi utilizado marcador de DNA com bandas de comprimento conhecido, variando em
50 pares de bases (pb) (Invitrogen), para auxiliar na determinacdo do tamanho dos
fragmentos. Apos a determinacdo das condicdes ideais de PCR para cada primer, foram
realizadas as genotipagens dos marcadores.

e Analises estatistica
O programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012) foi usado para calcular as
estimativas de heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho).

Foi calculado o numero efetivo das populages totais estudas pela seguinte formula:
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(an,Ny)

©(W.+N,)

Onde, N, € o tamanho efetivo populacional , N, € nimero de machos e N; € o niimero

de fémeas. As estimativas F de Wright (Fis, Fct, Fit), bem como a variancia genética
global entre os ndcleos estimadas por Analise de Variancia Molecular — AMOVA
(Excoffier, Smouse e Quattro,1992), a matriz de dissimilaridade, os componentes
principais (PCoA) e o grafico de dispersdo também foram calculados pelo programa
GenAlEx 6.5.

As estimativas F utilizam coeficientes de endocruzamento para medir a
variabilidade intra e interpopulacional. Fis é o coeficiente de endogamia ou indice de
fixacdo dentro dos individuos relacionados a populacdo, que mensura a reducdo da
heterozogosidade de um individuo devido a acasalamentos aleatorios na subpopulagéo.
O coeficiente de endogamia dos individuos com relagdo ao total (Fit) e considera além
dos acasalamentos ao acaso, a diferenciacdo no ambito genético entre as subpopulacdes.
O coeficiente de endogamia dentro da subpopulacdo com relacéo ao total (Fst) fornece a
percentagem total da diversidade genética que esta distribuida entre as subpopulacdes
(wright, 1951).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro das populacGes e
individuos, analisada no mesmo programa, utilizando 10.000 permutacdes para 0S
calculos. Esta levou em consideracdo 0 agrupamento das amostras a priori onde as
mesmas foram organizadas por municipios. O programa STRUCTURE versdo 2.3.4
(Pritchard; Stephens; Donnelly, 2000), foi utilizado para definir o namero de grupos (K)
mais provavel nas amostras coletadas, por meio de métodos Bayesianos sem
informagdes a “priori” sobre a origem das amostras. Foram utilizadas 150.000
simulagfes de Cadeias de Markov Monte Carlo com burn in de 50.000, modelo de
ancestralidade admixture, e testados valores de K variando de 1 a 7, com cinco
interacOes. A determinacdo do K mais provavel em relacdo aos propostos foi realizada

utilizando valores de AK (Evanno; Regnault; Goudet, 2005), como segue:
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AK=mAL (K+1)- L’ (K)], OndeL: L’ (K) =L (K)—L (K—1)
s [L (K)] s [L (K)]

Sendo m = média, s = desvio padréo, K = nimero de grupos propostos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados observados nos doze marcadores microssatélites selecionados indicaram
valores médios de heterozigosidade observada (Ho) de 0,674 e de heterozigosidade
esperada (He) de 0,887. A He e Ho variaram pouco entre os nucleos (Tabela 1). Os
polimorfismos genéticos apresentam relevancia em andlises das relagdes genéticas entre
subpopulacBes de uma espécie (Hartl; Clark, 2010). Estudos com galinhas mostram a
importancia dos microssatélites em analises de parentesco e diversidade genética, as
informagdes oriundas desses marcadores microssatélites podem auxiliar no
planejamento de cruzamentos tecnificados, reduzindo valores expressivos de taxas
endogamicas e perda de alelos no melhoramento dos animais (Qu et al., 2006;
Fonteque, 2010).

Os valores médios de heterozigosidades observada e esperada para as populacdes
de galinhas Canelas-Preta foram considerados altos, com medias similares entre os
nucleos. Dados de galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis também mostraram altos
valores de heterozigosidade para a raca, também utilizando microssatélites (Ho = 0,491
e He = 0,756) (Fonteque et al., 2014). Sabe-se que as galinhas de ragas nativas sdo
consideradas altamente polimdrficas, isso se da, devido a base formadora desses
animais, também é possivel que essas aves sofram processos de introgressdo recente
com outros materiais genéticos (Clementino, 2010).

Com relacdo as estimativas de variacdo genética observou-se que, em cada local
amostrado, houve valores positivos para indice de fixacdo F. O coeficiente de
endogamia € baseado nas medidas de Ho e He. Valores positivos indicam quantidade de
heterozigotos abaixo do que era esperado, o que pode sugerir a endogamia como fator
influenciador das mudancas nas frequéncias genotipicas (McManus et al., 2011). Neste
trabalho houve variagéo entre os indices de heterozigosidade, com Ho pouco menor que
a He. As estatisticas F de Wright que também sdo considerados analises de estrutura
populacional mostraram que, no geral, as aves estudadas formaram grupos genéticos

com correspondéncia aos seus respectivos municipios.
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Dos 118 individuos amostrados, ao fazer o célculo do tamanho efetivo, esse
numero reduziu para 64,6, o que pressupde que estd havendo acasalamentos entre
individuos aparentados. Esse tipo de acasalamento influencia no incremento da
endogamia e no desvio de equilibrio de desvio do EHW. Estes resultados mostram que
as populacdes podem estar sendo influenciadas pelas mudancas nas frequéncias alélicas
(Rengmark et al., 2006) e pelo efeito de gargalho de garrafa.

Pela Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) pdde-se perceber que a maior
parte da variabilidade genética se encontrou uniformemente distribuida dentro dos
ndcleos (97%). O alto valor obtido mostrou que as localidades ndo estdo apresentando
caracteristicas genéticas marcadamente distintas. A variancia entre ndcleos/populagdes
representou apenas 3% da variacao total (Tabela 2), isso demonstra que os individuos
estudados dos trés nucleos podem ser considerados como grupo geneticamente
estruturado numa Unica populacdo. Esses dados corroboram com a maioria dos estudos
de diversidade onde a variabilidade genética dentro das populagdes é geralmente maior
que entre populac6es (Clementino, 2010; Muchadeyi et al. 2007).

As variacdes génicas dentro da populacdo séo relevantes para qualquer espécie,
ndo apenas por favorecer processo de especiacdo, mas também por ser um dos pilares
para elaboracdo de programas de melhoramento genético e conservacdo. Mariante et al.
(2008) confirmam que as racas nativas apresentam maior variabilidade génica que as
racas exoticas, ressaltando a importancia de que estas sejam conservadas.

O gréfico de dispersdo gerado a partir da matriz de dissimilaridade apresentou
elevada variabilidade genética nas galinhas Canelas-Preta (Figura 2), com a formacao
de trés grupos distintos que correspondem aos municipios nos quais foram coletadas as
amostras. Observou-se também um quarto grupo disperso dos demais, provavelmente
de animais com caracteristicas préprias, que podem estar passando por um processo de
microevolugdo ou pode ser um material mesticado com genética externa, que ndo sao
necessariamente materiais exdéticos. Observa-se, ainda, na Figura 2 que existe certa
similaridade entre os individuos que forma, os grupos. Esse fato se justifica devido os
nucleos de Canelas-Preta estudados pertencerem a um programa que pratica rodizio de

reprodutores entre os nucleos, propiciando conexidade genética entre as populagdes.
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Figura 2 — Dispersédo gréfica das distancias intra populacional dos trés nucleos de galinhas Canelas-preta
(Teresina, Oeiras e Queimada Nova) em relacdo aos eixos cartesianos estabelecidos pelos componentes
principais (PC1 e PC,) baseada na matrix de dissimilaridade.

A abordagem bayesiana implementada no software STRUCTURE foi usado para
encontrar a estrutura da populacdo estudada, com base na associacdo das frequéncias
alélicas e proposicdo de mistura entre os individuos dos nucleos avaliados sem
informagdo a priori sobre ancestralidade. Outros pesquisadores em trabalhos recentes
também utilizaram a abordagem bayesiana para encontrar a estrutura de populacdes de
galinhas (Granevitze et. al., 2009; Kuman et. al., 2015).

Fazendo uma andlise geral estrutura de populagdes sugeridas pelo método
bayesiano, o maior valor para AK encontrado foi K=4 (Figura 3A). Esses resultados
indicam que a analise de agrupamento do programa Structure pode proporcionar
precisas representacdes das relagdes genéticas existentes entre os nucleos de galinhas
Canelas-preta, o qual sugere que existem quatro grupos genéticos, corroborando com o
gréfico de dispersdo citado acima.

Analisando a Figura 3(B), e avaliando o resultado de cada populagédo
individualmente, a populagdo 1 mostra predomindncia de dois materiais genéticos
diferentes, que seriam referentes aos dois nucleos distintos coletados em amostras no
municipio de Queimada—Nova. Na populacdo 2 (Oeiras), também ha dois grupos

genéticos, porém um com genética semelhante a um dos grupos de Queimada-Nova,
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fato que possivelmente possa ser explicado pela localizacdo geogréafica menos distante
entre esses dois municipios, o que pode inferir em maior facilidade de migracdo de
material genético entre esses nucleos.

Ressalte-se que em Oeiras também foi coletado amostras de dois ndcleos. Na
populacdo 3 (Teresina), que mostra uma maior homogeneidade genética, foram
coletadas amostras apenas de um nucleo, onde no manejo deste, hd forte pressdo de

selecdo, devido a escolha dos reprodutores e o descarte programado das matrizes.

=D Delta K =— Média

14 |

10 |

Delta K

a
K

Figura 3- (A) Representacdo gréafica do valor de K para a formacdo de grupos de galinhas Canelas-preta.
Os resultados indicam particdo de ideal de grupos K= 4. (B). Analise de estrutura populacional de 118
individuos representando quatro grupos de galinhas Canelas-Preta com base em doze marcadores de
microssatélites. Cada grupo esta representado por uma cor especifica. O eixo y exibe a estimada
ascendéncia de cada individuo em um determinado grupo ou sub-populacéo: usando o modelo de mistura.

A andlise bayesiana revela que nas populag¢fes estudadas ha presenca de individuos
similares de origem entre as localidades avaliadas. Ou seja, estd ocorrendo fluxo génico
entre as populacbes. Este ultimo, pode estd sendo provocado pelo sistema de

acasalamento praticado no manejo das Canelas-Preta (rodizio de reprodutores).
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Nas Ultimas décadas, devido a elevada presséo de selegdo surgiram varias ragas de
galinhas especializadas em carne e ovos. Muitas dessas racas comerciais foram e,
continuam sendo, adquiridas por pequenos agricultores e introduzidas para cruzamentos
desordenados ou substituicdo das ragas nativas. Com essa introducdo de racas
comerciais tem ocorrido elevada erosdo genética das racas nativas, 0 que as colocou
atualmente em risco de extingdo (Fonteque, 2011). Com isso, surge a necessidade de se
estabelecer programas que promovam o0 uso racional das ragas nativas, do contrario,
perderemos esses valiosos recursos geneéticos.

Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem subsidios para diversas
investigacGes acerca das galinhas nativas Canelas-Preta nos municipios do Piaui,
especialmente na area genética, onde os trabalhos com marcadores moleculares ainda
sdo escassos. Os indices endogamicos reportados e fluxo génico entre os animais
amostrados podem indicar uma possivel preocupacdo em conservar a variabilidade das
galinhas nativas Canelas-Preta, sugerindo realizacdo de programas especificos de

acasalamentos entre esses animais.

CONCLUSAO

Ao analisar os individuos dos nucleos, foi possivel verificar a existéncia de alta
variabilidade genética intrapopulacional, o que indica que os nucleos foram formados
com suficiente variabilidade genética (efeito fundador). Essa elevada diferenciacdo
genética dentro das populacGes somada a baixa diferenciacdo entre as populaces,
permite afirmar que os individuos analisados pertencem a Unico grupo genéticos, ou

seja, Canela-Preta € uma raca nativa geneticamente estruturada.
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ANEXOS

Tabela 1 - Média e erro padrdo para diversas estimativas ao longo de cada locus em cada
Populagdo. (N = numero de individuos; Ho = Heterozigosidade observada; He =
Heterozigosidade esperada; uHe = Heterozigosidade esperada com fator de correcdo para
tamanho amostral [2N/(2N-1)]; F = indice de fixacdo de Wright [1-(Ho/He)]).

Fontes de GL Soma dos Quadrado Componentes %  F(Pvalor)
variacao quadrados Médio de variagdo
Entre 2 39,075 19,538 0,160 3% 'Fst=0,029
populacdes (0,001)
Entre 115 802,870 6,981 1,539 27%  %Fit=0,283
Individuos (0,001)
Dentro 118 460,500 3,903 3,903 70% °Fis=0,303
Individuos (0,001)
Total 235 1302,445 5,602 100%

Tabela 2 — Estatistica da analise de variancia molecular (AMOVA) utilizando 12 loci de
microssatélites em populagfes de galinhas nativas Canelas-Preta dos municipios Queimada
Nova, Oeiras e Teresina /Pl. lIndice de fixacdo entre nicleos; 2Indice de fixacdo entre
individuos; ®Indice de fixacdo dentro de individuos.

POPULACAO N HO HE UHE F
TERESINA Média 36,3 0,650 0,887 0,899 0,269
Desvio 0,058 0,017 0,017 0,092
OEIRAS Média 36,3 0,727 0,889 0,901 0,172
Desvio 0,059 0,024 0,025 0,081
QUEIMADA- Média 41,3 0,643 0,885 0,896 0,256

NOVA

Desvio 0,063 0,021 0,022 0,067
TOTAL Média 38 0,674 0,887 0,899 0,233
Desvio 0,034 0,012 0,012 0,046
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CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizagdo genética com uso de Microssatelites forneceu uma viséo sobre a
estrutura populacional das galinhas Canelas-Preta do estado do Piaui, ressaltando que o0s
marcadores microssatélites e os descritores quantitativos e qualitativos utilizados foram
eficientes no estudo da caracterizacdo genética e fenotipica dessas aves.

Esta pesquisa gerou demanda de novos trabalhos, uma vez que demonstrou tratar
de uma raca geneticamente estavel. Os resultados encontrados podem ser usados em
futuras estratégias de gestdo genética dos rebanhos de Canelas-Preta, usando-0s como
base para programas de conservacao, utilizacdo e melhoramento da raca.

O uso do melhoramento participativo, associado a utilizacdo do BLUP como
preditor de selecdo, sdo ferramentas que poderdo auxiliar programas de melhoramento
das Canelas-Preta. A execucdo dessa proposta também propiciara a raga, sua expansao e
reintroducdo em suas localidades de origem, fortalecendo e estimulando a producao

eficiente e sustentavel dessas aves.



