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RESUMO

O Brasil tem uma posicdo de destaque no setor de negocios avicola mundial. Esta
posicdo é resultado de uma atividade com alto grau de desenvolvimento tecnoldgico,
destacando-se 0s avancos na area da genética. Caracteristicas produtivas importantes tém
sido o foco dos melhoristas de galinhas. Entretanto, em termos de selecionar aves visando
0 aumento da resisténcia a doengas, pouco ou nada tem sido feito. Recentemente, a
avicultura nacional voltou-se para o0 resgate desta caracteristica e uma série de linhagens
mais rasticas, as chamadas linhagens caipiras, tém sido desenvolvidas. Este resgate, porém
tem se baseado apenas em tracos fenotipicos de rusticidade, ndo se levando em
consideracao as bases da genética molecular dos mesmos.

A grande maioria das doencas que atacam as galinhas é de origem virica, sendo 0s
genes B-F (classe I-a. do MHC) os principais responsaveis pelo desencadeamento da
resposta imune a estes agentes. Logo, tornam-se necessarias maiores investigacdes nestes
genes para obter-se um melhor conhecimento sobre a imunidade aos virus, possibilitando
medidas que incrementem esta imunidade. Tais investigacbes ainda ndo tinham sido
realizadas em galinhas caipiras brasileiras. Das técnicas utilizadas para genotipar 0s genes
B-F o seqlienciamento de DNA ¢ a Unica que apresenta 100% de fidelidade; entretanto, é
cara e trabalhosa. Assim, técnicas mais ageis e baratas e que apresentem resultados
significantes para esta finalidade sdo sempre pertinentes. Recentemente, um microssatélite
(LEI0258) foi descrito numa localizacdo muito proxima da regido dos genes B-F, o qual
tem-se mostrado uma 6tima ferramenta para genotipar os haplotipos B-F; mas novamente,
ndo havia estudos a respeito em aves caipiras.

Este trabalho teve por finalidade investigar a variabilidade dos genes B-F, através
da técnica de sequienciamento do DNA, e deduzir as sequéncias de aminoacidos
codificadas pelos alelos destes genes encontrados em galinhas caipiras brasileiras de ovos
azuis. Concomitantemente, procurou-se estudar o polimorfismo do microssatélite LEI0258
em duas populac6es desses animais (caipiras de ovos azuis criadas livremente e a linhagem
caipira Paraiso Pedrés), assim como a relacdo dos alelos LEI0258 com os alelos ou

haplo6tipos B-F na amostra de aves de ovos azuis.
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RESUMO

Os resultados e conclus@es alcangados podem ser resumidos como segue:

1. Vinte e seis diferentes seqiéncias nucleotidicas B-F de DNA, que
correspondem ao fragmento que vai do exon 2 ao 4 destes genes, foram
detectadas na amostra de galinhas caipiras brasileiras de ovos azuis. Dez
sequéncias foram similares as ja descritas para aves comerciais mas 16 foram
inéditas. Este resultado demonstra uma grande variabilidade, a maioria da qual
ainda ndo detectada, apresentada por estes genes nestas aves. Em alguns
animais foram amplificados os dois genes B-F (B-FI e B-FIV) mas em outros,
aparentemente, apenas um deles. Conclui-se que em algumas aves o fragmento
analisado possa ser idéntico para os dois genes, e portanto a mesma seqiiéncia
para ambos esteja sendo detectada. Entretanto, é possivel que alteragdes na
sequéncia alvo dos iniciadores utilizados possam impedir a amplificacdo de

determinados alelos.

2. Foi observada a diferenca de expressao apresentada pelos genes B-F na andlise
do cDNA de trés animais que diferiram quanto ao nimero de seqiiéncias de
DNA amplificadas. (a) animal no. 169 (*CC1/*CC12): dos oito clones
analisados, cinco foram *CC1l e trés *CC12; (b) no. 125 (*CC7-1/*CC7-
2/*CC13): 14 clones, 13 *CC7-1, um *CC13, nenhum *CC7-2; e (c) no. 132
(*CC3-1/*CC3-2/*CC4-1/*CC4-2): seis clones, trés *CC3-1, trés *CC4-1,
nenhum *CC3-2 ou *CC4-2. A auséncia de amplificacdo dos clones *CC3-2,
*CC4-2 e *CC7-2 deve ter sido devida aos seus baixos niveis de expressao. O
fato de que, dos 14 clones analisados do animal 125, 13 foram *CC7-1 sugere
que, alem da diferenca de expressdo entre os locus B-F, pode haver também

diferengas de expresséao entre alelos B-F dentro de um mesmo ldcus.

3. Trinta e nove diferentes sequéncias de aminoacidos dos dominios al e a2
foram geradas a partir de 45 sequéncias nucleotidicas (23 obtidas no presente
trabalho e outras 22 retiradas da literatura). Trés outras seqiiéncias caipiras
(*CC18, *CC19 e *CC20) determinadas posteriormente a esta analise, nédo

foram incluidas na predicdo. Das 13 sequéncias caipiras ainda inéditas
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RESUMO

utilizadas, dez condicionam diferencas na composi¢do de aminoacidos quando
comparadas com as j& descritas. Estas sdo de particular interesse em futuras

investigacOes de diferencas na resposta a patégenos.

Ao todo foram encontrados 15 alelos LEI0258, e o tamanho destes variou de
205 a 457 pb. Nove alelos mostraram-se presentes nas duas populagdes, e cada
populacéo apresentou trés alelos especificos. Este grande polimorfismo habilita
este microssatélite a ser utilizado como um bom marcador molecular para
estudos futuros de variabilidade populacional, de paternidade e de endogamia,

entre outros.

Foi observado um desequilibrio de ligacdo total entre o I6cus do microssatélite e
os locus B-F. Esta associacdo permite a tipagem parcial dos hapl6tipos B-F
através deste microssatélite. Nos casos em que ndo se tem alelos deste
microssatélite exclusivos para cada um dos haplotipos B-F, pode-se utiliza-los
associados a técnica de PCR alelo-especifico (PCR-SSP), pois a verifica¢do da
ocorréncia de um alelo LEI0258 especifico restringiria a determinacdo para dois
ou trés haplétipos B-F apenas, o que, de qualquer modo, é mais acessivel do
que o sequenciamento. Esta associacdo também capacita os alelos LEI0258 a
serem utilizados em programas de melhoramento genético de resisténcia a
patdgenos através da selecdo assistida por marcadores, ja que é mais facil e
rapido analisar uma populacdo pelo método da PCR do que pelo do

sequenciamento.

12



ABSTRACT

13



ABSTRACT

Brazil has a distinguished position in the world of poultry business. This position is
due to an activity involving a high degree of technological development, with emphasis in
the advances in the area of genetics. Important production characteristics have been the
focus of chicken breeders. However, in the area of disease resistance nothing, or very little,
have been done. Recently the Brazilian poultry breeders turned to the investigation of this
characteristic, and a series of rustic lines, the so-called “caipira” lines, had been developed.
But these studies are based just in phenotypic traits, no consideration being given to their
molecular genetic bases.

The large majority of the diseases which attack chickens is of viral origin, the B-F
(MHC class I-o)) genes being the main responsible for the development of the immune
response to these agents. Therefore, more investigation on these genes is needed, to obtain
a better knowledge of this viral immunity, thus making possible measures that would
enhace such immunity. Investigations of this type had not been performed to date in
Brazilian Caipira chicken. Of the techniques used to genotype the B-F genes, DNA
sequencing is the only one that is 100% reliable; however, it is costly and demand much
work. Easier and more cheap techniques, which would give significant results for this task,
are naturally welcome. Recently a microsatellite (LE10258) was described which is located
in a region that is close to that of the B-F genes, and this microsatellite is being used with
good results to genotype the B-F haplotypes; but again, no such studies had been
performed in Brazilian Caipira chickens with this purpose.

The objective of this work is to investigate the variability of the B-F genes through
DNA sequencing, and to deduce the amino acid sequences which are coded by the alleles
of these genes which are found in blue-egg Caipira Brazilian chicken. Concomitantly the
polymorphism of the LEI0258 microsatellite was investigated in two populations of such
animals (blue-egg Caipira chicken raised freely, and the Paraiso Pedrés Caipira line), as
well as the relationship between the LE10258 alleles with B-F alleles or haplotypes in the

blue-egg Caipira sample.

The results and conclusions found can be summarized as follows:

1. Twenty-six different DNA B-F nucleotide sequences were detected in the

Brazilian blue-egg Caipira chickens. They correspond to a fragment located
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ABSTRACT

between exons 2 and 4 of these genes. Ten sequences were similar to those
already described for commercial fowl, but 16 had not been described to date.
This result indicates a large variability, the majority of which was undetected,
for these genes in these birds. In some animals the two B-F (B-FI and B-FIV)
genes had been amplified, but in others, apparently, just one. The inference is
that in some birds the analyzed fragment could be the same for both genes, and
that therefore the same sequence for both was being detected. However, it is
possible that changes in the primers’ target sequences may prevent the

amplification of certain alleles.

Expression differences in the B-F genes were observed in the cDNA analysis of
these animals, which differed in the number of amplified DNA sequences. (a)
Animal no. 169 (*CC1/*CC12): of the eight clones analyzed, five were *CC1
and three CC12; (b) no. 125 (*CC7-1/*CC7-2/*CC13): 14 clones, 13 *CC7-1,
one *CC13, none *CC7-2; and (c) no. 132 (*CC3-1/*CC3-2/*CC4-1/*CC4-2):
six clones, three *CC3-1, three *CC4-1, none *CC3-2 or *CC4-2. The absence
of amplification of the *CC3-2, *CC4-2, and *CC7-2 clones can be due to their
low expression levels. The fact that of the 14 clones recovered from animal 125
13 were *CC7-1 suggests that besides the B-F interloci expression differences,

B-F intralocus differences may occur as well.

. Thirty-nine different amino acid sequences from the al and a2 domains were
generated from 23 nucleotide sequences obtained in the present work and 22
others reported in the literature. Three other Caipira sequences (*CC18, *CC19,
and *CC20), determined after this analysis, were not included in it. Of the 13
new Caipira sequences used, ten condition amino acid differences in relation to
those already described. They are, therefore, of special interest in future

investigations related to responses to pathogens.

. Atotal of 15 LEI0258 alleles were found, and their sizes varied from 205 to 457

bp. Nine alleles occurred in both populations while each population presented

three specific alleles. This high degree of polymorphism determines that this
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ABSTRACT

microsatellite should be useful as a molecular marker in future studies of

population variability, paternity, and inbreeding, among others.

. A total linkage desequilibrium was found between the LEI0258 and B-F loci.
This association allows partial typing of the B-F haplotypes through this
microsatellite. In cases in which there is no microsatellite allele which is
exclusive to a given B-F haplotype, the system can still be used associated to
the allele-specific PCR (SSP-PCR) technique, since the establishment of the
occurrence of a specific LEI0258 allele would restrict the determination to two
or three B-F haplotypes only, simplifying the process in relation to sequencing.
This association also allows the LEI0258 to be used in genetic breeding
programs of pathogen-resistance based on markers assisted selection, since it
would be easier and faster to analyze a population using PCR instead of

sequencing methods.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

I.1. Complexo Maior de Histocompatibilidade

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC — Major Histocompatibility
Complex) é o nome dado a um segmento cromossdmico no qual se localiza um conjunto de
genes que codificam glicoproteinas de diferentes estruturas e funcbes, as quais sdo
expressas na superficie de uma grande variedade de células. A funcédo principal da maioria
destas moléculas é a apresentacdo de fragmentos de proteinas antigénicas (epitopos) as
células efetoras do sistema imune, a partir da qual toda cadeia da resposta imune se
desenvolve (Abbas et al., 2000). Este complexo foi inicialmente descrito (em mamiferos)
como a regido génica responsavel pelo sucesso nos transplantes de tecidos (Guillemot et
al., 1989; Lamont, 1989); hoje sabe-se que esta € apenas uma das conseqiiéncias da sua
funcéo principal.

Os genes do MHC sdo altamente polimorficos, ou seja, cada I6cus apresenta varias
formas (alelos), e sdo, geralmente, herdados na forma de haplotipos (um grupo de genes
herdados em conjunto como uma unidade simples) do MHC (Abbas et al., 2000). Estes
genes, em mamiferos, dividem-se em trés classes: I, Il e I1l. De maneira geral, os genes de
classe | codificam moléculas que sdo responsaveis pela apresentacdo de antigenos
endogenos (epitopos derivados do processamento de proteinas virais e de bactérias
intracelulares, assim como de proteinas que levam a doencas autoimunes), os de classe I,
moléculas que apresentam antigenos exdgenos (epitopos derivados do processamento de
proteinas de parasitas e bactérias extracelulares), e os de classe Il codificam algumas
moléculas que fazem parte do sistema complemento, tais como C2, C4 e Bf, e outras que
ndo estdo envolvidas com o sistema imune (Trowsdale, 1995; Abbas et al., 2000). As
moléculas de classe | estdo presentes na superficie de quase todas as células nucleadas do
organismo, as de classe Il apenas em mondcitos, macrofagos, células B e numa pequena
porcentagem de células T (Lamont, 1989), e as de classe Il podem estar presentes na
circulagdo sanguinea ou em outros fluidos bioldgicos, sob a forma sollvel, ou ligadas a
superficie de certas células, principalmente células do sangue periférico (Scroferneker e
Pohlmann, 1998).

Duas cadeias polipeptidicas compdem as moléculas do MHC de classe | e Il. As
glicoproteinas de classe | possuem uma cadeia pesada (o) e uma cadeia leve (B2-
microglobulina), as de classe Il possuem uma cadeia o € uma cadeia f de tamanho

18



CAPITULO | - INTRODUCAO

semelhante (Bacon e Dietert, 1991; Abbas et al., 2000). A fenda, na qual o peptideo é
complexado ao MHC, ¢é formada apenas pela cadeia o nas moléculas de classe | e por
ambas as cadeias nas moléculas de classe Il (Abbas et al., 2000). O gene da cadeia classe I-
o € formado por oito éxons. O éxon 1 codifica a sequéncia sinal; os éxons 2, 3 e 4
codificam os dominios extracelulares al, a2 e a3, respectivamente; o éxon 5 codifica a
regido trans-membrana (TM); e os éxons 6, 7 e 8 codificam a cauda citoplasmaética (regido
que estd em contato com o citoplasma celular) e a regido 3’ ndo traduzida (3’ UT; Lamont,
1998a). Os dominios al e o2 formam a fenda apresentadora de antigenos destas
moléculas, cuja estrutura tercidria € formada por uma plataforma de oito fitas B anti-
paralelas (antiparallel g-strands), quatro em cada um destes dominios. Estas fitas f dao
suporte a duas helices o paralelas (parallel a-helices), uma em cada um dos mesmos
(Kaufman et al., 1992; Hunt e Fulton, 1998).

1.2. MHC da Galinha

O Complexo Maior de Histocompatibilidade da galinha doméstica (Gallus gallus
domesticus) foi detectado em 1947 e é denominado de Complexo B por ter sido
inicialmente descrito como o lécus controlador de antigenos dos grupos sanguineos (blood
group antigens) por Briles et al. (1950), sendo que sua identificagdo como MHC s6
ocorreu por volta de 1960 (Guillemot et al., 1989).

O complexo B é formado por dois grupos de genes, denominados de lécus B e
I6cus Y. Inicialmente, apenas o lécus B foi detectado (Briles et al., 1950). Quatro classes
génicas sao identificadas neste locus: os genes B-F e B-L, os quais codificam moléculas
homdlogas as de classe I-a e I1-f de mamiferos, respectivamente; o gene componente do
sistema complemento C4, Unico gene de classe Il identificado até 0 momento em galinhas;
e 0s genes B-G, que codificam as moléculas altamente polimoérficas de classe 1V
(Simonsen et al., 1982; Kaufman et al., 1999). Posteriormente, Briles et al. (1993) e Miller
et al. (1994) identificaram um outro grupo génico, o locus Y ou Rfp-Y (Restriction
Fragment Pattern-Y), que continha genes de classe I-a e IlI-B (identificados por
polimorfismos de sitios de restricdo padrdo dos genes B-F e B-L em hibridizacGes por

Southern Blot), mas que, no entanto, localizavam-se em uma outra regido cromossomica,
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CAPITULO | - INTRODUCAO

diferente da do l6cus B. Eventos genéticos, tais como duplicacbes e translocagdes,
poderiam ser a explicagédo para a existéncia desta segunda localizagdo de genes classe I-a e
I1-B no complexo B (Briles et al., 1993).

A galinha apresenta oito pares de cromossomos grandes, 0S macrocromossomos,
30 pares de cromossomos pequenos e dificilmente distinguiveis, 0s microcromossomos, e
0S cromossomos sexuais Z e W, sendo o seu namero diploide, portanto, 78 (Burt et al.,
1995; Smith e Burt, 1998). Ambos os locus (B e Y) estdo localizados no mesmo
microcromossomo, 16; entretanto, segregam-se independentemente por estarem separados
por uma regido grande, repetitiva e altamente recombinogénica, a Regido Organizadora
Nucleolar ou NOR (Nucleolar Organizer Region; Bloom e Bacon, 1985; Bloom et al.,
1987; Briles et al., 1993). O Unico gene que codifica a cadeia Il-a (classe 11-o) detectado
em galinhas localiza-se no mesmo microcromossomo 16, mas numa regido fora do
complexo B, a uma distancia genética de 5 ctM do mesmo (Kaufman et al., 1999). O gene
que codifica a cadeia B,-microglobulina de classe | localiza-se também fora do MHC da
galinha, em um outro microcromossomo, 9 ou 10 (Riegert et al., 1996).

Os genes de classe I-a e 1lI-B encontrados no lécus B sdo considerados genes
classicos do complexo B, enquanto que os do locus Y sdo os genes ndo-classicos. A
designacéo classicos para os genes do I6cus B vem do fato de que estes apresentam todos
os critérios avaliaveis esperados para moléculas classicas, tais como alto polimorfismo,
promocdo de rapida rejeicdo a tecidos enxertados e influéncia em uma variedade de outros
fendmenos reconhecidos para linfécitos T (Kaufman et al., 1992; Kaufman e Salomonsen,
1997). Ao contrario destes, os genes do l6cus Y apresentam baixo polimorfismo, nédo
condicionam uma répida rejeicdo a tecidos enxertados, e sdo pobremente expressos em
tecidos linfoides. Os genes de classe I-a e 11-p3 sdo atualmente denominados de B-F e B-L,
guando localizados no l6cus B, e Y-F e Y-L, quando estdo no lécus Y (Guillemot et al.,
1989; Miller et al., 1996).

Os genes B-G codificam os antigenos B-G eritrocitarios, que sdo geralmente
usados para a tipagem sorologica; eles ndo sdo encontrados no locus Y, e ndo possuem
equivalentes em mamiferos, embora um gene de classe | de mamiferos, o Mog, tenha
similaridade com eles (Pink et al., 1977; Briles et al., 1993; Steinman, 1993). S&o
encontrados, além de na superficie dos eritrocitos, nos trombacitos, timacitos, linfocitos e

células epiteliais do intestino, ceco e figado (Gruber, 1999).
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O complexo B foi clonado em cinco grupos de cosmideos e analisado (Fig. 1.;
Guillemot et al., 1988, 1989; Kaufman et al. 1991). Quatro genes classe | para a cadeia o
(dois B-F e dois Y-F), cinco genes classe Il para a cadeia  (dois B-L e trés Y-L) e varios

genes B-G foram identificados nestes clones (Kaufman e Wallny, 1996).

5 oM Regido B-F/B-L Regido B-G
" I | i i Ny
BG BLI BLII Genes BG Genes BG
NOR Grupo cosmideo | Grupo cosmideo V Grupo cosmideo VI

w
Microcromossomo 16

Regido Y-F/Y-L

YFVI YFV
Genes rRNA YLIV YLV YLIII
Grupo cosmideo 111 Grupo cosmideo 11/1V

h . ﬁzm com101

Microcromossomo 9 ou 10

Figura 1. MHC da galinha e as regiGes gendmicas contendo genes relacionados (figura

extraida de Kaufman et al., 1995 e modificada de acordo com Miller et al., 1996).

Os genes de classe I-a, localizados no lécus B, sdo denominados de B-FI e B-FIV
e, os localizados no lécus Y, de Y-FV e Y-FVI (Miller et al., 1996; Kaufman e
Salomonsen, 1997). Esta designacdo vem do fato de que, inicialmente, seis genes classe |-
a tinham sido identificados no genoma da galinha: B-FI, B-FIl, B-Flll, B-FIV, B-FV e B-
FVI (Guillemot et al., 1989); entretanto, apenas quatro s&o reconhecidos atualmente
(Trowsdale, 1995). Os genes que foram denominados primeiramente como B-FI e B-FlI

foram, posteriormente, confirmados como sendo duas partes de um mesmo gene: B-FI; o
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mesmo em relagdo aos genes B-FIlI e IV, que sdo um anico gene: B-FIV. As enzimas de
restricdo utilizadas para gerar os fragmentos nos experimentos dos trabalhos iniciais
cortaram ao meio os dois genes B-F e, quando o cDNA de comprimento total foi utilizado
como sonda houve a hibridizacdo com os dois fragmentos de cada um destes dois genes
(Kaufman et al.,, 1999); os genes B-FV e VI foram renomeados Y-FV e Y-FVI,
respectivamente, por estarem localizados no lécus Y.

Kaufman e Salomonsen (1997), a partir da analise dos grupos de cosmideos e de
analises de cDNAs de moléculas de classe | em diferentes haplétipos, relataram uma
expressdo diferencial dos genes de classe I-o em nivel de proteina. Na maioria dos
haplotipos analisados, apenas dois genes, dos quatro presentes no genoma da galinha, eram
transcritos em mRNA, com niveis de expressdo bem diferentes, sendo que, em alguns
hapl6tipos, apenas um dos genes era transcrito. Em geral, a sequéncia génica de alta
expressao, as vezes Unica, foi relacionada ao gene B-FIV, também chamado B-F major
gene, enquanto que a de menor expressdo foi relacionada ao gene B-FI, ou B-F minor
gene. Geralmente a determinagdo major para alelos B-FIV e minor para alelos B-Fl
(Kaufman, 1995; Kaufman et al., 1995) é feita com base nessa expressdo génica
diferencial. Na regido promotora destes genes pode estar, em parte, a causa desta diferenca
de expressao. Kaufman et al. (1999) observaram que os promotores dos major genes de
todas as linhagens de galinhas analisadas eram idénticos ao promotor do alelo B-F12 (B-
FIV B12) descrito por Kroemer et al. (1990), o qual possuia uma significativa homologia
com os elementos encontrados nos promotores classe | de mamiferos, tal como o enhancer
A (ou class | response element) tido como 0 mais importante elemento para altos niveis de
transcricdo em genes classe | destes animais.

Os promotores dos minor genes, por sua vez, eram idénticos aos do alelo B-F12 na
regido proximal, mas na regido distal, onde localiza-se o elemento enhancer A, eram
altamente divergentes (haplo6tipos B-F B2, B4, B6, e B21), ou eram mesmo totalmente
ausentes (haplétipos B12 e B19). Em todos estes haplotipos, como visto, duas sequéncias
de cDNA foram detectadas, apesar de diferencas de expressdo de até 10 vezes entre 0s
major e minor genes, mas em dois haplétipos (B14 e B15) somente uma seqtiéncia B-F foi
obtida, igualmente quando o cDNA (Kaufman et al., 1995) ou o proprio DNA (Kaufman et
al., 1999) foram utilizados nas amplificagdes. Os autores acreditam que mudangas maiores,
que, poderiam ter perturbado o funcionamento do minor gene, possam ser a causa da

expressdo, ou mesmo, da deteccdo de apenas um gene B-F nestes hapldtipos. Resultados
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semelhantes, porém com pequenas variagdes, foram observados por Dalgaard et al. (2003)
para os haplotipos B2, B6, B12, B14, B15, B19 e B21. No haplotipo B21 os dois
transcritos tiveram expressdo aproximadamente igual; em B2, B6, B12 e B19 a taxa de
expressao foi de 4:1; enquanto que em B14 e B15 somente um transcrito foi detectado,
como previamente relatado por Kaufman et al. (1999).

Deve-se ressaltar que o par de iniciadores utilizados nos experimentos da PCR
(reacdo em cadeia da polimerase), em provavelmente todos os trabalhos relatados aqui, sao
capazes de amplificar os dois genes B-F. Entretanto, em alguns casos apenas uma
seqliéncia B-F é obtida. Nos casos como os dos hapl6tipos B14 e B15 os motivos seriam 0s
citados acima. Porém, em outros, a diferenca de expressao, que em alguns hapl6tipos pode
ser de até 10 vezes, deve ser a causa da deteccdo de apenas um gene B-F. Como a grande
maioria destes trabalhos utiliza cDNA como molde, uma maior quantidade de clones do
que a normalmente utilizada deveria ser seqlienciada para que ambos os genes B-F fossem
detectados.

Hunt e Fulton (1998) e Kaufman et al. (1999) afirmam que o gene B-FIV (ou o
gene B-F localizado a direita na regido B-F/B-L) é sempre predominantemente expresso.
Os dados da literatura ddo suporte a existéncia de um B-F major gene no complexo B.
Entretanto, a afirmacdo de que é sempre 0 mesmo gene o de principal expressao nao é
unanime. As seqiiéncias B-F, predominantemente no haplétipo B”°, ou unicamente no
haplétipo B*®, expressas no trabalho de Li et al. (1999) foram idénticas as sequiéncias de
baixa expressdo B-F4 minor e B-F6 minor, respectivamente, reportadas por Kaufman
(1995). A mesma seqliéncia que em alguns haplétipos foi a de principal expressdo néo o
foi em outros. Segundo Li et al. (1999), a expressdo das seqiiéncias B-F4 minor e B-F6
minor tanto podem variar dependendo do haplétipo (Li et al., 1999 analisaram frangos de
corte; o grupo de Kaufman trabalha principalmente com galinhas de postura, linhagens da
raca Leghorn), quanto podem variar por estarem sendo reguladas por outros fatores (tais
como non-MHC genes ou fatores ambientais). Ou seja, parece mais correto supor que pode
haver também uma variacdo individual (ou de ragas) entre qual gene é predominantemente
expresso, e as designagdes major ou minor para um ou outro gene podem diferir individual
ou haplotipicamente.

Um outro tipo de variacdo é observado nas moléculas de classe I-a da galinha. O
nivel total (a soma da expressao dos dois genes) das moléculas B-F expressas na superficie

das células também varia conforme o haplétipo (Kaufman et al., 1995, 1999; Kaufman e
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Salomonsen, 1997; Kaufman e Venugopal, 1998). Ao investigar a correlagdo da resisténcia
ou susceptibilidade a Doenga de Marek com determinados haplétipos do complexo B os
autores notaram que o haplétipo B19, o mais susceptivel a doenca, apresentava altos niveis
de expressao, enquanto que o haplotipo B21, o mais resistente, apresentava baixos niveis
de expressdo na superficie celular. Isto, provavelmente, deva-se a algum aspecto do
transporte das moléculas até a superficie da célula (Kaufman e Salomonsen, 1997;
Kaufman et al., 1999). Uma outra hipotese para esta variacdo seria o envolvimento das
células natural killer (NK) na resposta imunoldgica. As aves com o haplétipo B21 tém
grande quantidade destas células quando comparadas com as portadoras de outros
hapldtipos B-F. Havendo grande quantidade de NK, ndo seria necessario alta atividade de
citotoxidade das células T, pois este haplotipo condicionaria uma maxima atividade de
citotoxidade das NK (em Kaufman et al., 1995). Hapl6tipos MHC que tenham moderada
expressdo total de moléculas de classe | poderiam ter moderados niveis de ambas as
atividades, citotoxidade das células T e das NK, e hapl6tipos com altos niveis de expressao
total de moléculas de classe | teriam maior acao das células T, por terem menores niveis de
atividade de células NK. Logo, ha uma expressdo diferencial dos genes B-F, tanto em
relacdo ao nivel total de expressdo na superficie celular, quanto ao nimero de genes
expressos, bem como quanto a qual gene € predominantemente expresso. Estas variacdes
parecem depender do haplétipo MHC apresentado pela galinha, ou da raga, ou ainda, de
fatores ainda ndo determinados.

Recentemente, Afanassieff et al. (2001) comprovaram a expressdo de pelo menos
um dos dois genes Y-F; entretanto, esta expressdo foi detectada em apenas alguns tecidos,
confirmando a baixa expressao dos genes deste l6cus detectadas por Zoorob et al. (1993) e
Kaufman et al. (1995). Resultados semelhantes foram encontrados nas moléculas de classe
I1-B (Zoorob et al., 1993; Pharr et al., 1998).

Quando comparado ao MHC tipico de mamiferos, o complexo B, embora dividido
em duas regides (B e Y) e com diferencas na expressdo de seus genes, € extremamente
compacto e simples (Hunt et al., 1994). Os genes deste sistema séo pequenos, estendem-se
por aproximadamente 400 kb de DNA e possuem introns com tamanho médio de 100 pb
(Kroemer et al., 1990; Zoorob et al., 1990; Trowsdale, 1995). Os genes B-F e B-L tém
distancias intergénicas muito curtas (10-20 kb). Isto os caracteriza como um bloco génico
muito compacto, sendo este ultimo muitas vezes referido como B-F/B-L. Os eventos de

recombinacdo entre eles podem ocorrer, mas séo muito raros (Kaufman et al., 1999). A
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existéncia, ou ndo, de recombinacédo entre os genes de classe I-o e 11-B do l6cus Y nao foi
ainda investigada.

Baseados nesta simplicidade, Kaufman et al. (1995) propuseram a teoria do MHC
minimo (Minimal Essential MHC), que postula que as galinhas tém um numero reduzido
de genes funcionais no complexo B. Assim, parece que, apesar de varios genes de ambas
as classes (I-a e 11-p) estarem presentes no genoma das galinhas, poucos sdo efetivamente
expressos, ficando a cargo dos diferentes alelos de um gene dominantemente expresso as
variagcOes observadas na susceptibilidade a doencas nestes organismos. No caso de
patégenos enddgenos, os alelos do B-F major gene parecem ser 0s principais

apresentadores destes ao sistema imune.

1.3. Complexo B e Resisténcia Genética a Doencas em Galinhas

A resisténcia genética a maioria das doencas é poligénica, sendo 0s genes do
complexo B o0s que exercem o controle principal desta resisténcia hospedeira a
enfermidades autoimunes, viricas, bacterianas e parasitarias (Lamont, 1989, 1998b). Estes
genes determinam a vida ou a morte das aves em resposta a certos patdgenos, que podem
ser pequenos e simples, como o virus do sarcoma de Rous, ou grandes e complexos, como
0 virus da Doenga de Marek (Kaufman, 2000). Tal resisténcia tanto pode ser individual
quanto de grupos, como racas ou linhagens, sendo estas Ultimas definidas como populagdes
gue possuem caracteristicas comuns a uma raga e podem ser subdivisfes da mesma. Além
disso, as ragas séo muito endocruzadas e apresentam, na maioria das vezes, um alto grau de
homozigose (Moreng e Avens, 1990). A resisténcia pode variar, assim, tanto de individuo
para individuo, ou linhagem para linhagem, quanto de patégeno para patdgeno no mesmo
individuo.

Existem muitos trabalhos na literatura destacando a presenga de diferencas
genéticas na resisténcia, ou suscetibilidade, a doengas entre as diversas linhagens
comerciais de galinhas. Tem sido dada uma atencdo especial as doengas causadas por
virus, pois estas geram o0s principais problemas sanitarios da avicultura moderna
(Bumstead, 1998). Assim, diferencas significantes na resisténcia para os agentes causais da
bronquite infecciosa (Bumstead et al., 1989; Cook et al., 1990), da Doenca de Marek
(Hanson et al., 1967; Cole, 1968; Briles et al., 1977; Lin e Lee, 1996; Kaufman e
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Venugopal, 1998; Dalgaard et al., 2003), da leucose aviéria (Ignjatovic e Bagust, 1985), do
sarcoma de Rous (Ignjatovic e Bagust, 1985; Plachy et al., 1994; Kaufman e Venugopal,
1998), e da Doenca Infecciosa da Bolsa (Gyles et al.,1986; Van den Berg et al., 1991,
Fadly e Bacon, 1992; Bumstead et al., 1993), dentre outros, tém sido relatadas.

A importancia destes estudos baseia-se no fato de que o conhecimento das
diferengas entre individuos ou linhagens pode levar ao aumento da resisténcia genética,
através da selecdo, reduzindo a necessidade de vacinacdes e, em lotes vacinados,
proporcionando protecdo parcial, caso a vacinagcdo ndo seja eficiente devido a mutacbes
virais (Lamont, 1989).

Em parte, estas variacOes estdo fortemente associadas aos diferentes alelos (ou
haplo6tipos) encontrados para 0s genes do complexo B no genoma das aves (Bacon, 1987).
Para a Doenca de Marek, como mencionado anteriormente, o hapl6tipo B21 confere
resisténcia, os haplotipos B2, B6 e B14 resisténcia moderada, e o haplétipo B19
susceptibilidade as aves que os portam (Kaufman, 2000).

Os genes do complexo B também influenciam, direta ou indiretamente,
caracteristicas produtivas de importancia econdmica, tais como peso corporal, taxa de
fertilizacdo e producdo de ovos. Um exemplo disto sdo os varios estudos que tém
demonstrado que sele¢des para producao de ovos e resisténcia a Doenca de Marek alteram
significativamente as frequéncias alélicas dos genes do complexo B (Lamont, 1998a).
Estes fatos tornam ainda mais relevante o conhecimento das diferencas individuais, ou de

linhagens, para estes genes.

1.4. Genotipagem dos Lécus B-F

Um haplétipo do complexo B (haplétipo B) tem, pelo menos, um gene de cada uma
das trés classes (I-a, I1lI-B e IV) presente neste MHC (Simonsen et al., 1982).
Tradicionalmente, a tipagem destes genes vinha sendo feita por métodos sorolégicos, 0s
quais identificam os produtos génicos expressos na superficie de eritrocitos, as
hemoaglutininas (Li et al., 1997). Briles e Briles (1982) e Simonsen et al. (1982) definiram
mais de 30 haplétipos B diferentes (B' - B*°) a partir de linhagens de galinhas de postura

White Leghorns, a maioria dos quais foram definidos como de referéncia ou padrdo, com
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estes métodos. Atualmente, novas técnicas, baseadas na genética molecular, tém sido
aplicadas na genotipagem destes haplotipos.

Uma destas técnicas é a analise pelo polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricdo, os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), introduzida em
estudos de linhagens avicolas por Soller e Beckman (1986). Este método vem sendo muito
utilizado na caracterizagdo dos genes de classe 1-o. (Hala et al., 1988; Chaussé et al., 1989;
Lamont et al., 1990; Chen e Lamont, 1992; Juul-Madsen et al., 1993). Uma outra técnica é
a PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers) onde varios
iniciadores sdo utilizados, um para cada haplétipo (Zheng et al., 1999). Recentemente, a
PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction - Single-Strand Conformation Polymorphism) foi
introduzida na definicdo dos alelos dos genes do complexo B (Afanassieff et al., 2001,
Goto et al., 2002).

O sequenciamento também tem sido muito utilizado na caracterizacdo molecular
dos genes do complexo B. Os transcritos de cDNA dos genes B-F de diversos haplétipos
tém sido clonados, sequienciados e analisados (Guillemot et al., 1988; Kroemer et al.,
1990; Kaufman et al., 1992; Pharr et al., 1994).

Alguns destes trabalhos tém apresentado resultados muito interessantes. Hunt et al.
(1994) analisaram a sequéncia nucleotidica do cDNA do gene B-FIV de trés haplotipos
(B™, B® e B e observaram uma recombinacéo intra-alélica no DNA da regido que

forma a fenda de complexacéo do epitopo. O alelo B-FIV do haplétipo BV

possui 0
éxon 2 quase idéntico ao do haplétipo B (diferindo em apenas 1,5% dos nucleotideos) e o
éxon 3 muito semelhante ao do haplétipo B (com apenas 2,6% de divergéncia). Foram
exatamente nos éxons formadores desta fenda, 2 e 3, que Fulton et al. (1995) e Hunt e
Fulton (1998) encontraram a maior taxa de variagdo nucleotidica observada entre os oito
éxons das moléculas de classe I-o quando analisaram diferentes alelos do gene B-FIV.
Provavelmente, esta alta variabilidade é a responsavel pelo grande polimorfismo
encontrado neste gene.

De uma maneira geral, a utilizagdo das tecnologias anteriormente mencionadas tem
propiciado a detecgédo de novos alelos dos genes de classe I-a. do complexo B; no entanto,
nenhuma delas tém se mostrado mais eficiente para este fim do que o seqiienciamento. Li
et al. (1997) descreveram a caracterizacdo molecular e imunogenética de dois hapldtipos
de linhagens comerciais de frango de corte. Estes haplo6tipos, que haviam sido descritos
como um unico por sorologia, ndo diferiam nos padrbes de RFLPs para a regido B-G, mas
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diferenciavam-se para 0s mesmos padrdes na regido B-Lp. O seqiilenciamento revelou
variagbes nucleotidicas entre a regido B-F dos dois hapl6tipos ndo detectadas
anteriormente, assim como para a regido B-LB. Em trabalho posterior, Li et al. (1999)
determinaram a sorologia dos genes do complexo B, os padrdes de RFLPs dos genes B-G e
a sequéncia dos genes B-F e B-L de linhagens comerciais de frango de corte. As
sequéncias obtidas dos dois genes B-F e de um dos genes B-L foram comparadas com as
sequéncias dos haplotipos padrdes e foram detectados novos alelos, além dos ja descritos
para os I6cus analisados. Livant et al. (2001) determinaram trés novos alelos B-F quando
analisaram as seqiiéncias nucleotidicas dos cDNAs dos genes B-F e B-LBII de frangos de
corte da linhagem C e as compararam com todas as sequéncias B-F depositadas no
GenBank. Ja existem 32 sequéncias (alelos) diferentes descritas para os genes B-F
(Kroemer et al., 1990; Kaufman et al., 1992; Hunt et al., 1994; Kaufman, 1995; Li et al.,
1997, 1999; Hunt e Fulton, 1998; Livant et al., 2001; Livant e Ewald, 2002), todas em
linhagens comerciais de galinhas.

1.5. Microssatélites

Microssatélites, ou sequéncias microssatélites, sdo seqiiéncias de DNA
moderadamente repetitivo que estdo presentes no genoma de vertebrados, insetos e plantas
(Charlesworth et al., 1994). Apresentam heranca mendeliana codominante e sao,
presumidamente, neutras em termos seletivos (Weber e May, 1989; Stallings et al., 1991).
Em sua maioria, sdo repeti¢cdes de mono, tetra ou, principalmente, dinucleotideos e estéo
localizadas entre os genes ou dentro de introns (Engel et al., 1996). Um alelo de
microssatélite é designado conforme a variagdo no nimero das pequenas sub-unidades (1-6
pb) que o compdem ou de acordo com a homologia de sua sequéncia de bases.

Muitas sdo as suas utilidades e atualmente eles sdo bastante empregados como
marcadores de DNA na maioria das espécies de animais domésticos, pois podem estar
associados diretamente a algum gene de interesse. Na avicultura, o uso de microssatélites
como marcadores de genes de interesse também tem sido utilizado. Wardecka et al. (2002)
analisaram a relagdo entre os alelos de 23 microssatélites localizados nos cromossomos 1-5
e a producéo e a qualidade de ovos na progénie de duas racas de galinhas (Rhode Island

Red e Green-legged Partrigenous). Os autores concluem que ha ligacdo entre os locus de
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microssatélites analisados e a producéo e a qualidade de ovos nestas populagdes. Yunis et
al. (2002) investigaram a associagdo entre microssatélites e locus de tracos quantitativos
(QTL; quantitative trait loci) que controlam a resposta de anticorpos a Escherichia coli e a
Salmonella enteritidis em frangos jovens. Quatorze I6cus de microssatélites mostraram ser
significantemente associados a resposta de anticorpos a, pelo menos, uma das doencas
estudadas, sendo seis significativamente associados a ambas.

McConnell et al. (1999) descreveram um microssatélite (LEI0258) no
microcromossomo 16 das galinhas, numa localizacdo muito préxima da regido B-F/B-L.
LEI0258 é o unico microssatélite descrito para este cromossomo e tem se mostrado uma
Otima ferramenta para genotipar os hapl6tipos B-F/B-L. O grupo coordenado pelo Dr.
Nathaniel Bumstead tem definido molecularmente os haplotipos do complexo B de
algumas linhagens de galinhas através deste microssatélite
(http://europa.eu.int/comm/research/agro/fair/en/uk1502.html). Este grupo tem trabalhado
em um projeto que busca identificar peptideos vacinais especificos que gerem forte
resposta a vacinas em animais com genotipos particulares. A alta ligacéo entre estes locus,
assim como o grande namero de alelos LEI0258, a maioria dos quais esta associada a um
hapl6tipo especifico, tem permitido esta genotipagem. Até o momento, ndo foi feita
qualquer investigacdo quanto a variabilidade deste microssatélite em galinhas caipiras
brasileiras, nem quanto a possivel associacdo dos alelos LEI0258 com os alelos dos genes

B-F nessas aves.

1.6. Galinhas caipiras

As galinhas domésticas sdo originarias do Sudoeste da Asia e descendem, Unica ou
principalmente, de uma ave silvestre, a galinha Vermelha do Mato (Red Jungle Fowl;
Gallus gallus, alguns taxonomistas a classificam como Gallus bankiva; Crawford, 1990).
Elas foram introduzidas no Brasil pelos primeiros navegadores europeus que aqui
desembarcaram, por volta de 1500 (Gomes e Albino, 1998; Albino et al., 2001). Eles
trouxeram ragas orientais, mediterraneas e do sul da Europa, que foram deixadas em
liberdade nos quintais das casas, sitios e fazendas. Esta liberdade propiciou a ocorréncia de
cruzamentos aleatorios entre elas, surgindo, desta mistura de racas, as chamadas galinhas

caipiras brasileiras, ou simplesmente, galinhas caipiras (Figuras 2 e 3; caipira, do tupi-
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guarani, “habitante do campo”), que também sdo conhecidas como galinhas crioulas, da
colonia, de terreiro ou de capoeira.

Algumas galinhas caipiras pdem ovos azuis (Figura 4). Esta coloracdo da casca do
ovo, que vai do azul turquesa ao verde, € caracteristica de uma raca sul-americana de
galinhas chamada Araucana. Estas séo aves oriundas do Noroeste do Chile, da regido de
Arauca, e s8o a Unica raga de galinhas que originalmente pde ovos azuis. A origem destas
aves ainda € incerta, entretanto ha fortes evidencias de que seja pré-colombiana, ou seja,
quando Colombo, Cabral e os demais “descobridores” das Américas chegaram aqui, estas
ja eram bastante difundidas entre os indios, em particular entre os sul-americanos
(Crawford, 1990; http://nhome.wanadoo.nl/gjosinga/raseng/araucane.htm). Por volta de
1880 estas aves expandiram-se pelo Brasil e, por mistura, acabaram participando da
formacéo das galinhas caipiras nacionais.

Galinhas caipiras caracterizam-se pela sua rusticidade, por sua maior resisténcia a
doencas e a condicOes adversas de clima, temperatura e alimentacdo, principalmente
guando comparadas as galinhas industriais modernas, que sdo oriundas de selecOes
genéticas restritas e mantidas em um regime de total confinamento, onde tudo é
rigorosamente controlado (Moreng e Avens, 1990; Andnimo, 1997).

Entretanto, apesar destas caracteristicas interessantes, as caipiras foram quase
exterminadas. Nos anos 30, a avicultura nacional iniciou um processo de transformacéo.
As aves mais produtivas comecaram a substituir as galinhas caipiras, sendo que esta
substituicdo foi intensificada nas décadas de 60-70, quando linhagens especializadas em
ovos (postura), em carne (corte) ou mistas (dupla aptiddo) foram desenvolvidas e a
avicultura industrial estabeleceu-se definitivamente no pais (Moreng e Avens, 1990;
Gomes e Albino, 1998). Na presenca de aves altamente produtivas, as caipiras ndo tiveram
mais espacgo e foram preservadas apenas porque permaneceram esquecidas nos terreiros do
interior (Cerri, 1992).

A mudanca nos habitos de consumo, ocorrida no inicio dos anos 80, valorizou 0s
produtos naturais e tornou as galinhas caipiras alternativas de grande valor comercial.
Como elas sdo aves criadas de maneira mais natural, sdo mais saudaveis, ndo sendo
dependentes de antimicrobianos ou antiestressantes, além de possuirem uma carne mais
consistente, firme e saborosa, assim como ovos também mais saborosos (Cerri, 1992;
Ramos, 1995).
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Com esta nova exigéncia do mercado, o resgate da galinha caipira tornou-se
inevitavel, porém, a sua baixa produtividade inviabilizou a competicéo desta com a galinha
industrial (Ramos, 1995). A saida foi o desenvolvimento das chamadas linhagens caipiras,
nome genérico dado a linhagens, tanto de corte quanto de postura, que mesclam a
rusticidade e a resisténcia das caipiras com a produtividade das industriais (Gomes e
Albino, 1998; Albino et al., 2001).

Existem, no mercado avicola, algumas linhagens desenvolvidas no Brasil com esta
finalidade. Uma destas linhagens é a Paraiso Pedrés (Figuras 5 e 6), que foi selecionada
para corte pelos proprietarios da fazenda Aves do Paraiso (Rodovia Romildo Prado, KM
10, Itatiba/SP), a partir do resgate de caracteristicas de racas puras dentro de plantéis de
galinhas caipiras. Quando galos ou galinhas caipiras possuiam tracos desejaveis de racas
puras, eram selecionados, cruzados e as caracteristicas apuradas, obtendo-se, assim, racas
homogéneas a partir de galinhas caipiras (Ramos, 1995). Estas racas, 11 no total, depois de
selecionadas, foram cruzadas e o produto € a linhagem de galinhas caipiras Paraiso Pedrés.
As linhagens caipiras brasileiras apresentam, além de uma boa producdo de carne e/ou
0vos, uma maior resisténcia a patdgenos, quando comparadas as aves industriais tipicas
(Albino et al., 2001).

A origem desta maior resisténcia das atuais galinhas e linhagens caipiras ainda é
uma incognita; entretanto, acredita-se que deva ser decorrente da presenca de alelos
provenientes dos seus ancestrais caipiras (Gomes e Albino, 1998). Pode-se supor que o
sistema de criacdo silvestre ao qual as galinhas caipiras foram submetidas, sendo criadas
livres, sem a devida protecdo (vacinacdes) a doengas e fora de abrigos adequados, nestes
500 anos, deva ter propiciado o aparecimento de novas combinacfes alélicas, geradas pela
mistura de ragas e/ou por novos alelos surgidos por mutacdes. Se alguns destes alelos ou
combinagBes alélicas conferiram aumento na resisténcia a doencas, eles foram
selecionados, perpetuando-se e aumentando sua freqiiéncia nas geragdes seguintes. Sendo
assim, estes organismos s@o de especial atencdo na busca de um esclarecimento para esta
questao.

A grande maioria das doencas que atingem as galinhas é de origem virica e apesar
de serem em numero limitado, estes agentes causam efeitos catastréficos na industria
avicola (Bumstead, 1998). Portanto, o aumento da resisténcia a patdgenos virais é de
enorme interesse nesta industria. Como foi visto, 0os genes B-F sdo 0s principais

responsaveis pelo desencadeamento da resposta imune a agentes virais. Logo, tornam-se
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necessarias maiores investigagcdes nestes genes para possibilitar um melhor conhecimento
sobre a imunidade aos virus, possibilitando o incremento desta imunidade. Tais
investigacOes ainda nao foram realizadas em galinhas ou linhagens caipiras brasileiras. Das
técnicas utilizadas para genotipar os genes B-F o seqiienciamento € a Unica que apresenta
100% de fidelidade; entretanto, é mais cara e trabalhosa do que as demais (requer, além da
extragdo do DNA e da amplificagdo do fragmento desejado, clonagem, extracdo do
plasmideo e o seqilienciamento propriamente dito). Assim, técnicas mais ageis e baratas

que apresentem resultados significantes para esta finalidade sdo sempre pertinentes.
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Figura 2. Pintos caipiras.

Figura 4. Ovos azuis (figura extraida do site

http://www.sulave.com.br/azuis_000.htm).

Figura 5. Pintos da linhagem Paraiso Pedrés. Figura 6. Aves da linhagem Paraiso Pedrés.

33



CAPITULO 11
OBJETIVOS

34



CAPITULO Il - OBJETIVOS

I11.1. Gerais

Este trabalho teve a finalidade de investigar a variabilidade dos genes B-F, através
da técnica de seqlienciamento, em galinhas caipiras brasileiras. Se forem encontrados
alelos ainda ndo descritos em aves industriais tipicas, abrir-se-a a possibilidade de uma
investigacdo, em trabalhos posteriores, da associacdo desses a menor susceptibilidade a
doengas encontradas em galinhas e/ou linhagens caipiras, tendo em vista que eles podem
ter sido selecionados para propiciar uma maior adaptabilidade a condi¢BGes adversas.
Também é objetivo deste trabalho investigar o polimorfismo do microssatélite LEI0258,
assim como a relagdo dos alelos LEI0258 com os alelos ou haplétipos B-F destas aves.
Definindo esta relagdo, este microssatélite podera entdo ser utilizado como ferramenta na
genotipagem destes, agilizando, assim, a determinacdo dos alelos ou haplétipos B-F das

galinhas caipiras.

11.2. Especificos

- Obter as sequiéncias dos dois genes B-F (B-FI e B-FIV) e assim detectar os alelos
existentes para estes genes em galinhas caipiras brasileiras;

- Comparar os alelos encontrados com os j& descritos na literatura para as linhagens
comerciais tipicas;

- Deduzir as sequéncias de aminoacidos dos alelos dos genes B-F encontrados;

- Investigar o polimorfismo do microssatélite LEI0258 em galinhas caipiras
brasileiras;

- Relacionar os alelos LEI0258 encontrados com os haplotipos B-F.
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Summary

A total of 100 chickens which ecloded from blue eggs oviposited by a Brazilian (Caipira)
breed were studied in relation to exon 2 of the B-F genes of the major histocompatibility
region. Ninety-eight of them were heterozygotes. Twenty-two animals were selected for
additional amplification, cloning, and sequencing experiments, which included 1,048 base
pairs of exons 2-4. Twenty-three sequences were obtained, of which at least 13 are new, as
compared to previous results. Their inferred protein structures were compared with those
previously described, totaling 39 different sequences with amino acid changes in 33 of 88
sites in a1, and 34 of 91 sites in a2 domains. Allele expression was investigated in these
animals through cloning experiments. The blue-egg Caipira chickens seem to be a good

source of genes for genetic improvement programs.

Keywords: major histocompatibility complex, B-F genes, Brazilian chickens, avian

genetics, DNA variability.
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Introduction

Chicken’s major histocompatibility complex (MHC or B complex) is composed by two
gene regions: the B (Briles et al. 1950) and Y (Rfp-Y; Briles et al. 1993) loci. The B locus
presents three gene classes, I-a (B-F), 1I-p (B-L), as well as IV (B-G) (Pink et al. 1977,
Simonsen et al. 1982), while the Y locus is composed by just the classes I-o (Y-F) and 1I-B
(Y-L) (Briles et al. 1993) genes. At least four class | genes are located in the B complex,
the classical B-FI and B-FIV genes and the non-classical Y-FV and Y-FVI (Kaufman et al.
1992; Miller et al. 1994, 1996; Kaufman & Salomonsen 1997). Exons 2 and 3 of these
genes codify the al and a2 domains that form the cleft which presents class | antigens,
whose tertiary structure is formed by eight antiparallel B-strands which give support to two
parallel a-helices (Kaufman et al. 1992).

The class | genes exert the main control of the host resistance to viral diseases
(Lamont 1998), that are the most important pathogens in modern aviculture. Therefore,
special attention has been given to the presence of genetic differences in the resistance or
susceptibility to viral diseases among the several commercial chicken strains (review in
Bumstead 1998). Some of these variations are strongly associated with different alleles (or
haplotypes) of the chicken genome (Bacon 1987).

Several methods have been applied to the typing of these genes. They vary from the
traditional serological tests to the modern molecular techniques. Among the latter,
sequencing is the method of choice, since it provides the exact nucleotide composition of a
given allele. Guillemot et al. (1988), Kroemer et al. (1990), Kaufman et al. (1992), Pharr et
al. (1994), Hunt et al. (1994), Fulton et al. (1995), Li et al. (1997, 1999), Hunt & Fulton
(1998), Juul-Madsen et al. (2000), Livant et al. (2001), and Liu et al. (2002) have used this
technique to characterize at the molecular level the B-F genes in commercial breeder lines
(Leghorn or broiler chicken lines).

The Brazilian Caipira chickens are the result of random crosses betwen the different
Oriental, Mediterranean, and Southern European races that were introduced in Brazil since
the time the first colonizers arrived there, around 1500 (Albino et al. 2001). Race
admixture and the sucessive generations with little or no artificial selection produced birds
with high resistance to diseases and adverse climate, temperature, and food conditions,
especially when compared to the modern industrial chickens (Anonymous 1997). Recently
these chickens are being crossed with commercial breeds, with the formation of the so-
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called Caipira lines. The objetive is to improve the rusticity of commercial birds, so that
they can have a better performance when bred in extensive or semi-confined systems
(Albino et al. 2001). Nothing is known about the polymorphisms of the B-F genes in
Caipira chickens, nor whether part of these birds’ rusticity is due to undescribed B-F
alleles. A characteristic of some of the Caipira chickens is the oviposition of blue eggs.
This trait provides a good marker of the breed, and therefore we decided to investigate the
B-F genes variability in these animals with a view to future genetic improvement

programs.

Materials and methods

Chickens

Blue eggs were colleted in farms from Dois Lageados County, state of Rio Grande do Sul,
Brazil. They were placed in a Petersime Industrial incubator machine, and after hatching

peripheral blood was collected from the chicks using 0.5% EDTA as anticoagulant.

DNA extraction, amplification, and exon 2 sequencing

Genomic DNA was extrated from the birds’ erythrocytes using the standard procedure
described by Sambrook et al. (1989). Amplification of exon 2 (a1 domain), intron 2, exon
3 (a2 domain), intron 3, and part (the codifying sequence for amino acids 233-239) of
exon 4 (a3 domain) was obtained using the B-Fls upstream primer (5’—
GCCGAGCTCCATACCCTGCG-3’) and the B-F2a downstream primer (5'—
GGTGTGGTAGGTGCCGTCGCC-3’), as indicated by Li et al. (1997). The total
fragment thus obtained contained 1,048 base pairs (bp). The PCR mix was a follows: 100
ng of DNA, 2.5 uL of 10x buffer (100 mM tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM Mg
Cly), 2.5 pL of PCRx Enhancer System, 2 uL of dNTP mix (1.25 mM of dATP, dCTP,
dGTP, and dTTP), 0.2 uM of each primer, 2.5 units of Platinum Tag DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies) and distilled water to obtain a final volume of 25 uL. The

amplification process consisted of a 2-minutes initial denaturation at 95°C, followed by 35
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1-minute denaturation cycles at 95°C, one second annealing at 63°C, 2-minutes extension
at 72°C, and 10-minutes final extension at 72°C. The short annealing stage followed Ennis
et al.” (1990) recommendation, and the objective was to avoid the occurrence of PCR-
produced errors due to recombination of different alleles, which can occur when the DNA
of heterozygotes are amplified. Purification of the PCR produts was performed by
enzymatic methods using the PCR Product Pre-Sequencing Kit (Amersham Pharmacia
Biotech).

Exon 2 sequencing was performed using the DYEnamic ET DYE Terminator Kit
(MegaBACE, Amersham Biosciences) as instructed, in one MegaBACE 1000 machine.
Sequencing was performed in both directions with the B-F1s upstream primer, and the B-
F3a downstream primer (5’-CGCCRGTCTGGTT-3")(R=A/G), which corresponds to exon

2’s final sequence.

Expression

For the RT-PCR expression studies the lymphocyte isolation from peripheral blood, RNA
extraction, and cDNA vyield followed the procedures described by Li et al. (1997). Primers
and amplification conditions were as described above. A 720 bp fragment was obtained.

Cloning and sequencing of these fragments were done as described below.

Cloning and sequencing of the cloned PCR fragments

Cloning of the DNA and cDNA fragments was performed using the Topo TA Cloning Kit
for Sequencing (Invitrogen Life Technologies), as indicated by the manufacturer. To favor
the cloning process, PCR products of the appropriate size were isolated using 2% agar gel
electrophoresis (GibcoBRL Life Technologies) and stained with ethidium bromide. The
DNA or cDNA fragments were them excised and purified using the GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech), according to the
manufacturer’s instructions. DNA extraction from the plasmids was obtained using the
Concert™ Rapid Plasmid Purification System (Gibco BRL Life Technologies) following
the manufacturer’s instructions. Sequencing of the cloned fragments was performed using
the same kit and machine employed for the exon 2 investigation. Three clones from at least
two animals with the same allele were sequenced (for exceptions see the footnote to Table
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1). Sequencing of each clone was done using two fragments, since it was not possible to
read a part of the intron 3 sequence in any of the two directions. The first fragment (exon 2,
intron 2, exon 3; GenBank accession numbers: AY489138 to AY489160) was sequenced
in both directions with the M13 forward primers (from the Topo TA Cloning Kit for
Sequencing); B-F5s (5’-GGCTGTGAMATCCTCGAG-3")(M=A/C), which corresponds to
codons 98-103 of exon 3; and B-F4a (5’-TCTCCTGCCCAGCTC-3"), which corresponds
to exon 3’s final sequence. The second fragment, including part of exon 4 (GenBank
accession numbers: AY489161 to AY489183), was sequenced in one direction only with
the M13 reverse primer of the same above-indicated kit. Six to 14 clones of the cDNA of

each animal were sequenced in just one direction with the M13 forward primer.

Amino acid comparisons

The amino acid sequences inferred from the DNA data were obtained using the Mega 2
program (Kumar et al. 2001). Alignment was performed using the B-F12 sequence
described by Guillemot et al. (1988) as a model. The residues presumed to contact with the
peptide, a3, B2-microgobulin, and T-cell receptor are as suggested in Kaufman et al.
(1992) and Hunt & Fulton (1998).

Allele denomination

Since there is a variety of nomenclatures which were applied to this system, we decided to

name the alleles described indicating the locus (B-F) and the Caipira chicken (CC)

sequences observed using an arbitrary numbering, subclasses differentiating cases in which

the B-FI and B-FIV loci were different (for instance, B-F*CC3-1 and B-F*CC3-2).

Results

Preliminary survey and nucleotide sequence characterization

Initially, the 100 animals that composed the sample were grouped according to exon 2

DNA sequences. Ninety-eight of them were heterozygotes. After a meticulous analysis 22
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animals were selected for additional DNA amplification, cloning, and sequencing. These
22 animals showed most of the alleles detected in the sample, with at least two animals for
each allele, with the exceptions indicated at the footnote of Table 1. Twenty-three different
sequences were obtained. A total of 143 nucleotide substitutions were found in the 696
coding nucleotides analysed, and they are displayed in Fig. 1, while their inferred amino
acid composition is given in Fig. 2. Comparisons were made between each of them and
between them and the B-F sequences already published in the literature or deposited in the
GenBank. However, this comparison is approximate, since the large majority of these
sequences are RT-PCR products, and therefore do not include intron 2; while others have
this intron but not exon 4. The homologies that could be made with previously identified
nucleotide sequences are displayed in Table 1. As shown there, 10 of the 23 sequences
could be related to those previously described, although for seven of them, namely
AF094779, BA-1 (AF026913), AF094778, B-FIV2 (AF013492), B-F2minor (Z54322), B-
Fémajor (Z54330), and B-FIV21 (AF013493) no intron 2 information is available; while
those labeled as AF342825, AY126668, and AY072913 lack exon 4 data. The B-F*CC7-1
sequence may be one of those present in the heterozygous fragment AF459826, described
by Liu et al. (2002) and derived from the Egyptian Fayoumi breed.

As for the 13 sequences that are new, three differed in just one nucleotide from
already described alleles. B-F*CC17 diverged from B-Fl4major (Kaufman 1995) at
position 320 (T—C, exon 3), B-F*CC8 from B**" (Li et al. 1997) at position 609 (C—T,
exon 4), and B-F*CC12 from B*!-2 (Li et al. 1999) at position 680 (G—C, exon 4). On the
other hand, B-F*CC15-2 differed from B*'-2 by three nucleotides (positions 546, C—T;
576, C—»T and 680, G—C, all in exon 4). The remaining sequences diverged from
previously described alleles by at least four nucleotides. Comparing the blue-egg Caipira
sequences among themselves, B-F*CC12 was different from B-F*CC15-2 by two
nucleotides in exon 4 (positions 546, T—C and 576, T—C) and two in intron 2 (positions
149, G—A and 197, G—C; Fig. 3); while the others showed more differences among
themselves.

If we restrict our attention to intron 2, only eight different sequences were found
(Fig. 3). Fourteen alleles had the same intron sequence, which is identical to that of B-F12
of Kroemer et al. (1990), except by the presence of a guanine at position 50. Alleles B-
F*CC9-2, B-F*CC4-2, B-F*CC7-1, B-F*CC14, and B-F*CC8 showed an additional point

mutation, B-F*CC13 and B-F*CC15-2 two additional point mutations, while B-F*CC3-1
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and B-F*CC4-1 presented five point mutations and a 14 bp deletion in relation when
compared to B-F12.

Amino acid sequences

The inferred 23 amino acid sequences of the al and a2 domains obtained in the present
work were compared with 22 others deduced from data described by other investigators
(Fig. 2). A total of 39 different sequences were observed, of which 33 in 88 (37%), and 34
in 91 (37%) sites showed amino acid changes in domains a1l and a2, respectively. In the
ol domain the majority of the polymorphic residues (24/33 or 73%) occur in or around the
region that forms the a-helix (indicated by === in Fig. 2), while in a2 65% (22/34) are in
or around the region that forms the four p-strands (+++ in Fig. 2). Fifteen (45%) of these
33 variable a1 and 11/34 (32%) of the a2 domain residues are peptide binding sites (PBS;
P in Fig. 2). Since there are a total of 20 PBS in the ol and 17 in the a2 domains
(Kaufman et al. 1992), 15/20 or 75% and 11/17 or 65% of these residues are polymorphic
in these two regions. No variability was found in the six residues (three in the ol and three
in the a2 domains; A in Fig. 2) that contact with the o3 domain. The variability found in
the contact al/a2 sites with B,-microgobulin (B in Fig. 2) is lower (al: 2/10, 20%; a2:
2/9, 22%) than those found in the PBS or TCR (T-cell receptor) sites. In the latter (T in
Fig. 2) variation is found in 67% (4/6) and 50% (5/10) of the al e a2 domains,
respectively.

Some sequences are identical in both the ol and o2 domains (*CC8 and B**; B-
FIV13 and B-F4major; *CC4-2 and B"%-1; *CC12, *CC15-2, B*!-2, and B-F4minor). On
the other hand, *CC16 and B-F19major, *CC17 and B-F14major, as well as *CC6-2 and
*CC12, present the same al, but differ respectively by two, one, and two amino acids in
the a2 domain; these are mainly PBS residues. Conversely B-F19major and B-FIV19v1,
*CC3-1 and B-FIV17, *CC11 and *CC1, as well as B-F12minor and B-F19minor, are
identical in the a2 domain, but differ respectively in one, three, five, and one amino acids
in al; again, these are chiefly PBS residues. The other sequences proved to be unique in

both domains.
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Allele expression

Allele expression was investigated in three animals which differed in the number of
amplified DNA sequences, and the results obtained were as follows: (a) animal no. 169
(*CC1/*CC12): eight clones, five *CC1 and three *CC12; (b) no. 125 (*CC7-1/*CC7-
2/*CC13): 14 clones, 13 *CC7-1 and one *CC13; none with *CC7-2; and (c) no. 132
(*CC3-1/*CC3-2/*CC4-1/*CC4-2): six clones, three *CC3-1 and three *CC4-1; none with
*CC3-2 or *CC4-2.

Discussion

As expected from breeds that cross freely in nature, we have observed a high variability in
the B-F locus of blue-egg Caipira chicken. No less than 13 of the 23 sequences had not
been described before, and for the other 10, although they can be assigned to previously
described sequences, this preliminary evaluation may be conservative due to lack of
comparative data in some of the DNA regions. This high variability was also observed by
Iglesias et al. (2003) studying this same system in Camperos broiler chickens through
PCR-SSCP. A target for future studies will be the determination if carriers of these new
sequences identified by us present a differential performance in relation to specific
pathogens. Since the changes are located in and around the functional region of the protein,
the hypothesis of adaptive changes is likely.

The problem of the differential amplification of DNA sequences from regions that
harbour the B-FI and B-FIV genes is a complex one. Theoretically, if all animals are
heterozygous for the two genes, four different sequences are expected. While the MHC
region is generally highly variable, population constraints due to diverse histories make the
assumption of permanent heterozygosity unlikely. The distribution observed in the present
work (amplification of just two sequences in 10 animals; of three in seven; and of four in
five) is not much different from that expected if homozygosity is present in some of these
regions. The alternative is that the absence of amplification , in some cases, may be due to
primer construction. The set of primers we have used was chosen because they had been
previously utilized by other authors (Li et al. 1997, 1999; Livant et al. 2001), and also

because they amplify fragments that codify the al and a2 domains, responsible for the
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antigen presenting cleft of these class | molecules. However, Kaufman et al. (1999) used
diferent primers from those employed here, which amplified the upstream region,
corresponding to the promoter down to exon 3 (while ours included exon 2 down to exon
4), and obtained similar results. Haplotypes B14 and B15 had just one gene amplified,
while the others (B2, B4, B6, B12, B19, and B21) had two, either when DNA (Kaufman et
al. 1999) or cDNA (Kaufman et al. 1995) was utilized.

Guillemot et al. (1988), Kaufman et al. (1992), Fulton et al. (1995), and Hunt &
Fulton (1998) have made a comparative analysis of al and a2 domains of chicken class |
molecules with those from humans and other species. The variation observed here in
chicken B-F molecules are similar, but somewhat higher (around 37%) than those observed
by Hunt & Fulton (1998), which varied from 27% to 24% (al and o2 domains,
respectively), but this would be expected, since a larger number of sequences were
considered here. As was observed by other authors, the variability found by us was higher
in the a-helix of the a1 and in the B-strands of the a2 domains. Eleven of 13 PBS residues
of this a-helix and all those of the -strands are polymorphic, suggesting that this variation
is important for the proper functioning of antigen presentation in this species.

The absence of *CC3-2, *CC4-2, and *CC7-2 clones in the cDNA studies could be
due to their low levels of expression. Ten-fold differences in expression had been
previously observed in these genes (for instance, Guillemot et al. 1988; Kaufman et al.
1999; Li et al. 1999). In this regard, the fact that of the 14 clones obtained from animal no.
125, 13 were *CC7-1 suggests differential expression between this and the other sequences
(*CC7-2 and *CC13). The question of the differential expression of B-F genes remains

open for further investigations.
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Table 1 Characterization of the nucleotide sequences observed in 22 blue-egg Caipira

chickens®
Individual Nucleotide sequences of B-F genes
Number Microchromosome 16 A® Microchromosome 16 B?
105 B-F*CC1 (AF094779) B-F*CC2 (AF342825)
113 B-F*CC1 (AF094779) B-F*CC3-1 (new)
B-F*CC3-2 (new)
116 B-F*CC1 (AF094779) B-F*CC8 (new)
169 B-F*CC1 (AF094779) B-F*CC12 (new)
114 B-F*CC2 (AF342825) B-F*CC5 (new)
132 B-F*CC3-1 (new) B-F*CC4-1 (B*'-1)
B-F*CC3-2 (new) B-F*CC4-2 (AY126668)
119 B-F*CC3-1 (new) B-F*CC5 (new)
B-F*CC3-2 (new)
124 B-F*CC3-1 (new) B-F*CC9-1 (B-FIV2)
B-F*CC3-2 (new) B-F*CC9-2 (B-F2minor)
183 B-F*CC4-1 (B*-1) B-F*CC4-1 (B*'-1)
B-F*CC4-2 (AY126668) B-F*CC4-2 (AY126668)
129 B-F*CC4-1 (B*'-1) B-F*CC13 (new)
B-F*CC4-2 (AY126668)
147 B-F*CC6-1 (AF094778) B-F*CC7-1 (new)
B-F*CC6-2 (AY072913) B-F*CC7-2 (new)
133 B-F*CC6-1 (AF094778) B-F*CC8 (new)
B-F*CC6-2 (AY072913)
125 B-F*CC7-1 (new) B-F*CC13 (new)
B-F*CC7-2 (new)
131 B-F*CC9-1 (B-FIV2) B-F*CC9-1 (B-FIV2)
B-F*CC9-2 (B-F2minor) B-F*CC9-2 (B-F2minor)
156 B-F*CC9-1 (B-FIV2;) B-F*CC16 (new)
B-F*CC9-2 (B-F2minor)
179 B-F*CC10 (new) B-F*CC10 (new)
174 B-F*CC10 (new) B-F*CC112 (B-F6émajor)
135 B-F*CC10 (hew) B-F*CC12 (new)
151 B-F*CC12 (new) B-F*CC14 (new)
145 B-F*CC12 (new) B-F*CC17° (new)
139 B-F*CC14 (new) B-F*CC16 (new)
213 B-F*CC15-1° (B-FIV21) B-F*CC13 (new)

B-F*CC15-2° (new)
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The homologies to sequences previously described in the literature are based on partial comparisons with the
whole region sequenced here, since some of these early studies did not include either intron 2 or exon 4.
See the text for further details. Sources for the previouly reported sequences are as follows: AF094778 and
AF094779: Livant et al. (2001); AF342825, AY126668, and AY072913: Livant & Ewald (2002); B*-1
(AF026913): Li et al. (1999); B-FIV2 (AF013492) and B-FIV21 (AF013493): Hunt & Fulton (1998); B-
F2minor (254322) and B-F6major (254330): Kaufman (1995).

?Letters A and B were randomly assigned to the two members of this chromosome pair.

*Differently from the other sequences, always obtained from at least two animals, these occurred in one
animal only. In these cases two independent amplification and cloning experiments had been performed,
and sequencing done in at least three clones for each allele by experiment to assure the reliability of the

results.
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Figure 1. Nucleotide changes observed in exons 2, 3, and 4 (partial) sequences of the B-F
genes of blue-egg Caipira chickens as compared to B-F12 (M31012; Kroemer et al. 1990),

and others sequences described in the literature. Sites surveyed: 1-696.

Figure 2. The 23 inferred amino acid sequences of the al and a2 domains of blue-egg
Caipira chickens determined here, compared with 22 others deduced from data described
in the literature. The numbers above the sequences indicate the positions of the residues.
The points in the sequences denote identities. Symbols above the numbers indicate
structural positions and orientation of the residues in the a-helix (+++) and the B-strands
(===). Presumed contacts with the peptides are indicated by P; with a3 by A; with .-
microgobulin by B; and with the T-cell receptor by T, as presented in Kaufman et al.
(1992) and Hunt & Fulton (1998). Sources for the sequences obtained in the other studies:
1. B-F12 (GenBank accession number: M31012), Kroemer et al. (1990); 2. B'® and B
(GenBank accession numbers: L28958 and L28959), Hunt et al. (1994); 3. B-F12 minor,
B-F14 major, B-F19 major, B-F19 minor, B-F4 major, B-F4 minor, and B-F6 minor
(GenBank accession numbers: 254314, Z54315, 754317, 254318, Z54323, Z54324, and
Z54325), Kaufman (1995); 4. BA%, B*%-1, BA!-2, and B*°-2 (GenBank accession numbers:
U88299, AF026914, AF026915, and AF026916), Li et al. (1997, 1999); 5. B-FIV5, B-
FIV13, B-FIV17, and B-FIV18 (GenBank accession numbers: AF013491, AF013494,
AF013495, and AF013496), Hunt & Fulton (1998); 6. AF094777, Livant et al. (2001); 7.
AF469127 and AF483195, Livant & Ewald (2002); 8. B-FIV19v1 described in Kaufman et
al. (1992) and renamed in Hunt et al. (1994). Sites surveyed: 1-179.

Figure 3. Intron 2 sequences of the B-F genes of blue-egg Caipira chickens compared to
B-F12 (M31012; Kroemer et al. 1990). Sequence 1. B-F*CC1, *CC2, *CC3-2, *CC5,
*CC6-1, *CC6-2, *CC7-2, *CC9-1, *CC10, *CC11, *CC12, *CC15-1, , *CC16, and ,
*CC17; sequence 2: B-F*CC9-2; sequence 3: B-F*CC4-2; sequence 4: B-F*CC7-1,;
sequence 5: B-F*CC14; sequence 6: B-F*CCS8; sequence 7: B-F*CC13 and *CC15-2;
sequence 8: B-F*CC3-1 and *CC4-1. Sites surveyed: 1-229.
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Figure 1
Exon 2
111111111111111111111112222222222222222222222222222
222235567778001222233555678888899990000111111222222223333444445
256744650121017078901039080134514672356245789012456793689245690
B-F12 ACAAAGATACTCGTCGTACGTAGGGGTGACAATGGGGAAAATGACCGCAGAACGTCTACGGCT
AF094778/B-F*CC6-1 LICT AT . e e e e e e G.CA......... Coe e e e e e e e e e C..G.....
B-F*CC7-1 .TCT....GAC.AC..GCT..G.CA......... Covinnn [ C..G.....
B-F*CC13 ICT. .0 .GAC s i e i i G.CA. . ittt i i C....A.G..... Covevnnn
AF342825/B-F*CC2 ICT....GAC.A........ G.CA.CA.GT...... C...C....A.G....AC..G.....
B-F*CC5 G e CA. ... Coet ettt i e e A.GG......
B-F*CC10 G..T..T..T....... TT..G....CA.GT......... Gevevnnn TG...C.ovvvvn
BAl1-1/B-F*CC4-1 . T T T, ALT.GCT. .G....CA.G. ... ACA. . i ittt et eeaenn Covvenn
B-F*CC3-1 e T T T L ALT.GTT. .G o b CALG. . LACA . s e e ettt e Coviivnnn
B-F*CCl6 .TCT....GAC.AC..GCT....CA.CATG..CTCC..G. v vuuununn TGG. o v i i i e e e e
B-F*CC8 L. T T AC..G..AC..CA.CA....CTCC..C.vvi... TG...C... ...
B=F*CC1l7 e e GTT..G.CAA........ Tt e ettt eeeenn TG...C.ovvvvn
B-F*CC7-2 .T.T...AGAC.AC.TGCT..G.CA.CA.G.G..Cu vttt ittt ieiannn A..G..A..C
B-F2minor/B-F*CC9-2 .TCT...AGAC.AC.TGCT....CA.CA.G..veCuviiitiineiinnnnnn A..G..A..C
B-FIV21/B-F*CC15-1 ..GT..T.GAC.A..TGCT....CA.CA.G....T...G...A. . .. A...G.....
B-F*CCl4 .TCT.AT..T...... GCT..G.CAA........ T e e e e e e e e e e e e e A.GG......
B-FIV2/B-F*CC9-1 JR €t R 1 2 I
B-Fémajor/B-F*CCll ...... T e eeeeenn GCT..GA...CA.G..... C...G.G.TGAAAT..GTAC...GAAA.
AF094779/B-F*CC1 B [, CT..G.G.TGAAAT..G.AC GAAA
B-F*CC15-2 T AGACT......... [ C G.G.TGAAAT..G.AC GAAA.
B-F*CC12 T AGACT......... [ C G.G.TGAAAT..G.AC...GAAA.
AY072913/B-F*CC6-2 T AGACT......... [, C G.G.TGAAAT..G.AC GAAA
B-F*CC3-2 T AGACT......... [ C G.G.TGAAAT..G.AC GAAA.
AY126668/B-F*CC4-2 G..TG.T.GACT......... G.CA.......... CT..G.G.TGAAAT..GTAC...GAAA.
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Exon 3
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222222333333333333333333333333333333333444444444444444444444555
777889001111123333344455666667777788899144444444555556667889011
678340081234601278934539012791237901306801235678456783456340434
GGTTGACAGCGGCTTAATGTACGTCACTCACAGACGTCGCAGAGGAACAGGTGAATACGTCCG

..... T.G..A TGA......A.T.....A......GGAG..TTGG.....G........
....... G..A TGA......A.T.....A......GGAG..TTGG.....G......T
........................................ TAG. .TTG. .o v v viiiie e
C.oo... A...A.AGTAT....... TC A.T.A...TAGAT.TGC.C..... Covnn
Ao, C.G..TCA....... T, I
A..C A A.AGTAT..T....T......... A i e e A.T
C.C..A GA.G...... oo, GAG.T.TGG..CTC.G.......
C.C..A A GA.G...... e, GAGAT.TGG..CTC.G.......
.CT A A.CGGAT....... Tevieeiiiia.. GAGAT.TGG..CTC.G..... T
T..o.... A...A.CGGAT....... oo TAGAT.TG..C...... T.....
CT...A A.AGGAT....... e, GAGAT.TGG..CTC.G.......
C..C..AT..A..TTCA. ATT. ...t A.GAG.T.TG AAC.G G..A
C.oo... A...A.C..... G..... TC.CTGA.T.A.A.GAG.T.TG AAC
A....C..AT..A.C.GCA...... GT.......... A..GAG.T.TGG..CTC.G....T..
C ALLLACLLCALL L T..o.... G.AA...GAG.T.TGG..CTC.G.......

........................................ GAGAT.TGG..CTC.G.......

Coo.. A...A.C.GA........ TC....A.T.A...GAG..TTGG..C.C.G.......
Cooo.. A...A.C.GA........ TCT...A.T.A...GAG..TTGG..C.C.G.T.....
..... T..AT..A.CGG.....A...T.....A.T.A...GAG..TTGG.....G........
..... T..AT..A.CGG.....A T.....A.T.A...GAG..TTGG.....G........
..... T..AT..A.C.......A...T.....A.T.A...GAG..TTGG.....G..... ...
CTC..A...A.CGTAT A T..... A.T.A...GAG..TTGG..CTC.G.......
.C....A.A.. . A.AGTAT....... Tooooooon A...GAG..TTGGT....... T.GT..
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Part of Exon 4
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55555566666666666
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36367490834925786
GCCCGCTTCCGGGCCGC
...... C......G.
............ AG
...... C.....AG
...... CC.....G.A
............. G.AT
Ao, G..T
........ T.AA.G
Ao, AG
...... CC.....GT
...... cc .AG
............. G..
T CC..A..G
Toviiiiin G
Ao, G
............. G..
...... C......G..
............. G.
.......... A..G.AT
T.T...... A..G.AT
Ao, T...G
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Figure 2

ol domain
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B-F*CcC4-1 L. L e e A...... . RE...E.H.......... T,
B-F*CC3-1 L. H.oooooooo. R S A Moo RE...E.H.......... T
B-FIV17 L. L e S A...... N E.H.o..o.oooo.. T,
B-F*CC9-1 L. Roooooooo. T
B1S Ll Roooooooo. T 2
B-FIVS Ll S L.... Voo, T i M..... B D..R.......
A¥F094777 i e = Dt e e M..R..R..ooooiia T
B-F*CC5 L. 3 NT......oo Rooooooe. D.G....onn
B-FIV13/B-F4major i ....... Rt it ittt ettt et e ettt ettt e e NT.oiieeennn. L....N...... Revevunnn
B-¥*ccio il VH......... T Foooo.. Moo RV....ooo.. V..DD..T.........
B-F*CcCc2 L. S T Do N M..NT...... RV...... H..T.HG..DT.R.......
B-Fominor e D.vevnn T.ooooo.. Ao.o.o... P RE...... H..T.HG.............
BAO-2 Ll Yooooooo.. e Moo, A...... N L...H..VNS.D.DT.........
B-FIV1S L. Fooooooo.. L i e e Ao.o.o... S N..... A Te i
B-F*CC6-1 L. S, L e e M..NT........... Ao, T.Reo.oo.o..
B-F*Ccc7-1 L. S Do T Ao, M..NT........... A..... ST T.Re..o...
B-F*CcCc13 il S T Dot e i e e R A T.HG...T....oo...
B-F*CCL1l e e L i e A...... Moo RE..... R..RSVKVS.DT..E......
B-F*CcCc1r Ll . Yooooooo.. L e e e M. i i L..RSVKVS.DT..E......
B-F12minor L. VH......... T P A RSVEVS.NT..E......
B-¥19minor L.l VH......... T M..NT.....oooiiiioan.. RSVKVS.NT..E......
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Figure 3
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ABSTRACT A total of 149 chickens from two different sources (one non-commercial,
the other commercial) was tested for variability in relation to the LEI0258 microsatellite.
Fifty- three genotypes, explainable by 15 alleles, were found. There are clear allele and
heterozygosity differences between the two samples. One of them was simultaneously
studied in relation to the MHC B-F haplotypes. Strong genetic disequilibrium was
observed between the variants of the two systems, therefore providing a cheap alternative
for MHC genotyping.

(Key words: microsatellite, LE10258, B-F haplotypes, Brazilian chickens)
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INTRODUCTION

Microsatellites (also called short tandem repeats or STRS) are moderately repetitive
DNA sequences with small core sizes (di-, tri- or tetranucleotides mainly) that have been
widely used for the investigation of a series of problems, including those which occur in
chickens (Kaiser et al., 2000). McConnell et al. (1999) described one such tetranucleotide
repeat system (LEI0258), located in chicken’s microchromosome 16. Molecular markers in
this chromosome are of special interest, since the major histocompatibility B complex also
occurs there (Wain et al., 1998). LEI0258 is the only microsatellite described for this
chromosome, and is placed near the B-F/B-L region. Up to now no study had been
performed in relation to this STR’s population variability.

We recently investigated the B-F region of a Brazilian (Caipira) breed. These
animals are characterized by their rusticity, and therefore as potential sources for resistance
genes against diseases and adverse climate, temperature, and food conditions. Twenty-
three different DNA sequences were identified, of which at least 13 were new when
compared to previous results (Lima-Rosa et al., unpublished data). It would be important to
verify whether the LEI0258 variants would be associated with these alleles, since they
could provide markers detectable with an easier (and cheaper) laboratory method than
sequencing. This was the objective of the present investigation. In addition, we wanted to

verify if different Caipira populations would present significant genetic heterogeneity.

MATERIAL AND METHODS

Experimental Animals

Two populations were studied. Since an interesting characteristic of some Caipira
chickens is the oviposition of blue eggs, such eggs had been collected in farms from Dois
Lageados county, state of Rio Grande do Sul, Brazil. They were then placed in a Petersime
Industrial incubator machine until hatching. Additionally, Paraiso Pedrés chicks (a Caipira
commercial line) were purchased from the Aves do Paraiso farm, located at km 10 of
Romildo Prado highway, in Itatiba, state of Sdo Paulo, Brazil. Peripheral blood from these
animals was collected using 0.5% EDTA as anticoagulant.
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DNA Extraction, Amplification, and Microsatellite Typing

Genomic DNA was extracted from the birds’ erythrocytes using Sambrook et al.
(1989) standard method. Amplification by the polymerase chain reaction (PCR) was
performed as described by McConnell et al. (1999), with some adjustments, from total
DNA. The primers used were those described by these authors: Z83781 (5'—
CACGCAGCAGAACTTGGTAAGG-3") and T151G09 (5-
AGCTGTGCTCAGTCCTCAGTGC-3"). The mixtures for the PCR reactions, and reagent
concentrations, were as follows: 50 ng of DNA, 2.5 uL of 10x buffer (100 mM tris-HCI,
pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM Mg Cl,), 2.5 uL of PCRx Enhancer System buffer
(Invitrogen Life Technologies), 2 uL of dNTP mix (1.25 mM of dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP), one uM of each primer, 0.25 units of Platinum Tagq DNA polymerase (Invitrogen
Life Technologies) and distilled water to obtain a final volume of 25 uL. The amplification
conditions consisted of a 1-minute initial denaturation at 96°C, followed by 35 1-minute
denaturation cycles at 96°C, 30 seconds annealing at 54°C, 30 seconds extension at 72°C,
and 3-minutes of final extension at 72°C. The PCR products were analyzed by vertical

electrophoresis in 7% non-denaturing polyacrilamide gel (Lahiri et al., 1997).

B-F Haplotype Classification

The B-F haplotype variability in the Caipira sample had been previously evaluated
through sequencing, and cloning techniques described in Lima-Rosa et al. (unpublished).
Briefly, the primers were those indicated by Li et al. (1997), the PCR conditions those
described by Li et al. (1997) and Ennis et al. (1990), and the sequences were obtained
using a MegaBACE 1000 machine. As for the cloning studies, they had been performed
using the Topo TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen Life Technologies).

Statistical Analysis

Allele frequencies were determined by gene counting and the fit to the Hardy-
Weinberg equilibrium by the Markov chain method (Guo and Thompson, 1992) using
version 2000 of the Arlequin program (Schneider et al.,, 2000). The interpopulation
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comparison of the allele frequencies was performed by the chi-square test (Roff and
Bentzen, 1989), while the LE10258/B-F linkage disequilibrium was also determined by the
Arlequin program, D’ being manually calculated as described by Lewontin (1988).

RESULTS AND DISCUSSION

The 53 genotypes found, and their frequencies in the two samples, are listed in
Table 1, while the derived allele frequencies are given in Table 2. A total of 15 alleles were
observed in the 149 chickens tested, their sizes varying between 205 and 457 bp. Nine
alleles were present in the two samples, but M7, M9, and M14 were only found among the
blue-egg Caipira chickens, while M10, M11, and M15 occurred exclusively in the Paraiso
Pedrés sample. There are clear allele differences between the two populations (x*=111.4;
p<0.0001). The three most frequent alleles in the blue-egg Caipira sample were M2 (42%),
M8 (16%), and M4 (15%), while for Paraiso Pedrés they were M4 (16%), M12 (15%), and
M1 (14%). The observed heterozygosity was 50% in blue-egg Caipira and 75% in Paraiso
Pedrés chickens. Good genotype frequency fit to the Hardy-Weinberg predictions was
obtained in the Paraiso Pedrés (p:0.207) but not in the blue-egg Caipira (p<0.001) samples.

The number of alleles observed in our material is high (15); the study of other
microsatellites by other authors in non-commercial chickens detected at most 11 alleles per
locus (Takahashi et al., 1998; Zhou and Lamont, 1999; Wimmers et al., 1999, 2000; Marle-
Koster and Nel, 2000). This could be due to the fact that LEI0258 is located in a region
where genes of the major histocompatibility B complex also occur, which could be under
the influence of diversifying selection. Be as it may, this variability condition that this
system may turn out to be quite useful in the investigation of different academic and
applied problems.

Our sample derived from two distinct populations, one which was subjected to
artificial selection, while the other was from animals raised without control. The number of
alleles detected in each (12), however, was the same. Allele distribution and degree of
heterozygosity, on the other hand, were different. This is not surprising, since they
originated from widely separated (about one thousand kilometers) populations. Founder
effects or even some adaptative advantage of given alleles, may explain the differences.

The fact that the blue-egg Caipira sample is not in Hardy-Weinberg equilibrium may be
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due to the fact that the eggs were obtained at random in the different farms, and some hens
may have contributed in a differential, disproportionate way to the sample.

Information about the association between the LEI0258 alleles and B-F haplotypes
in the blue-egg Caipira chickens is provided in Table 3. Five alleles (M3, M7, M12, M13,
M14) showed association with just one B-F haplotype, other five (M1, M5, M6, M8, M9)
to two, and just two (M2, M4) to three. B-F*CC12 was the only haplotype associated with
two LEI0258 alleles (M7 and M9). Linkage disequilibrium was quite high (3x?=637.3;
p<0.0001).

The strong association between LEI0258 alleles and B-F haplotypes has important
theoretical and practical applications. First, the microsatellites may provide indirect
information about the population distribution of B-F markers. But perhaps of higher value
Is the fact that in 42% of the cases there was a direct correspondence between a given
LE10258 allele and a specific B-F haplotype, providing an easier method for determination
of the latter (B-F typing generally requires sequencing techniques). Even in the case that
more than one B-F haplotype is associated with a LEI0258 allele, allele specific (PCR-
SSP; Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers) typing can be
performed with a restricted number of options (two or three) thus considerably reducing

the cost of B-F genotyping.
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TABLE 1. LE10258 genotype frequencies in two samples of Brazilian

chickens
Genotypes Allele sizes Blue-egg Paraiso Pedrés
(bp) Caipira
N % N %
M1/M1 205/205 1 1.00 4 8.16
M1/M2 205/217 5 5.00 - -
M1/M3 205/229 1 1.00 - -
M1/M4 205/265 3 3.00 2 4.08
M1/M5 205/277 1 1.00 1 2.04
M1/M6 205/301 - - 1 2.04
M1/M7 205/313 1 1.00 - -
M1/M8 205/325 3 3.00 - -
M1/M11 205/385 - - 1 2.04
M1/M15 205/457 - - 1 2.04
M2/M2 217/217 30 30.00 2 4.08
M2/M3 2171229 1 1.00 - -
M2/M4 217/265 7 7.00 1 2.04
M2/M5 2171277 1 1.00 2 4.08
M2/M8 217/325 9 9.00 - -
M2/M10 217/373 - - 2 4.08
M2/M12 217/397 - - 1 2.04
M3/M3 229/229 - - 1 2.04
M3/M4 229/265 1 1.00 - -
M3/M8 229/325 1 1.00 - -
M3/M11 229/385 - - 1 2.04
M4/M4 265/265 6 6.00 2 4.08
M4/M5 265/277 1 1.00 2 4.08
M4M6 265/301 - - 1 2.04
M4/M8 265/325 6 6.00 - -
M4/M10 265/373 - - 2 4.08
M4/M12 265/397 - - 2 4.08
M4/M15 265/457 - - 2 4.08
M5/M5 2771277 4 4.00 - -
M5/M8 277/325 4 4.00 - -
M5/M11 277/385 - - 1 2.04
M5/M12 2771397 - - 1 2.04
M5/M13 2771409 1 1.00 - -
M6/M6 301/301 3 3.00 - -
M6/M9 301/337 1 1.00 - -
M8/M8 325/325 4 4.00 - -
M8/M10 325/373 - - 1 2.04
M8/M12 325/397 1 1.00 2 4.08
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TABLE 1 (Cont.)

Genotypes Allele sizes Blue-egg Paraiso Pedrés
(bp) Caipira
N % N %

M8/M13 325/409 1 1.00 - -
M8/M15 325/457 - - 1 2.04

M9/M9 337/337 1 1.00 - -
M9/M13 337/409 1 1.00 - -
M9/M14 337/421 1 1.00 - -
M10/M12 373/397 - - 1 2.04
M10/M13 373/409 - - 1 2.04
M10/M15 373/457 - - 1 2.04
M11/M12 385/397 - - 1 2.04
M11/M15 385/457 - - 1 2.04
M12/M12 397/397 - - 2 4.08
M12/M13 397/409 - - 2 4.08
M12/M15 397/457 - - 1 2.04
M13/M15 409/457 - - 1 2.04
M15/M15 457/457 - - 1 2.04
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TABLE 2. LEI10258 allele frequencies in two samples of Brazilian chickens

Allele Size Blue-egg Paraiso Pedrés
(bp) Caipira
% %
M1 205 8.0 14.3
M2 217 42.0 10.2
M3 229 2.0 31
M4 265 15.0 16.3
M5 277 8.0 7.1
M6 301 3.5 2.0
M7 313 0.5 -
M8 325 16.0 4.1
M9 337 2.5 -
M10 373 - 8.2
M11 385 - 5.1
M12 397 0.5 15.3
M13 409 15 4.1
M14 421 0.5 -
M15 457 - 10.2
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TABLE 3. Association between the LE10258 alleles and
B-F haplotypes in Blue-egg Caipira chickens

LEI0258 B-F Frequency
allele haplotype®
N %

M1 B-F*CC1 14 7.0

B-F*CC2 2 1.0

M2 B-F*CC3 21 10.5

B-F*CC4 43 215

B-F*CC18 19 9.5

M3 B-F*CC5 4 2.0

M4 B-F*CC6 1.0

B-F*CC7 17 8.5

B-F*CC8 11 55

M5 B-F*CC9 4 2.0

B-F*CC19 12 6.0

M6 B-F*CC10 6 3.0

B-F*CC11 1 0.5

M7 B-F*CC12 1 0.5

M8 B-F*CC13 20 10.0

B-F*CC20 13 6.5

M9 B-F*CC12 3 15

B-F*CC14 2 1.0

M12 B-F*CC15 1 0.5

M13 B-F*CC16 3 15

M14 B-F*CC17 1 0.5

'B-F*CC18, B-F*CC19, and B-F*CC20 had not been described by Lima-Rosa et

al. (unpublished), but were identified with essentially the same methods described

by these authors.
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O Brasil tem apresentando uma posicdo de destaque no setor avicola mundial. Sua
avicultura comercial ja é lider em receita (US$ 1,8 bilhdo) no ranking de paises
exportadores de frangos, sendo a segunda em volume de exportacdo. No ano passado,
segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA), foram exportadas 1,9 milhdo de
toneladas de carnes de aves in natura, além de 37,7 mil toneladas de produtos processados,
e espera-se um volume ainda maior para 2004. A producéo total de carne de frango chegou
a 7,8 milhdes de toneladas, sendo 5,9 milhGes de toneladas absorvidas pelo mercado
interno. Igualmente, a producéo de ovos nacionais tem apresentado resultados satisfatorios
de crescimento nos Ultimos anos, alcangando em 2003 a marca de 15,750 bilhdes de
unidades, e espera-se também um crescimento ainda maior, tanto na producdo quanto nas
exportacBes de ovos para 2004 (APA).

Esta posicdo de destaque é resultado de uma atividade com alto grau de
desenvolvimento tecnoldgico. Os continuos avangos em genética, sanidade, nutricéo,
manejo e ambiéncia obtidos, tanto em niveis nacional quanto mundial, tém sido aplicados
no nosso setor avicola, permitindo, assim, termos essa avicultura de ponta, motivo de
orgulho do agronegdcio brasileiro.

Se focarmos nossa atencdo para 0S avangos genéticos, notamos que eles séo
gerados a partir de um aumento constante do conhecimento na area (genética quantitativa
aliada a técnicas computacionais e estatisticas) que tem sido utilizado nos programas de
melhoramento genético, os quais selecionam animais com parametros zootécnicos de
producdo sucessivamente melhores (Gruber, 1999; Schmidt e Ledur, 1999). Caracteristicas
importantes como, por exemplo, desenvolvimento precoce, niveis de converséo alimentar e
producdo de ovos tém sido o foco dos melhoristas avicolas. O processo de selecdo é
responsavel por 80% das melhorias alcangadas nas linhagens de corte e postura (Schmidt e
Ledur, 1999). Entretanto, em termos de selecdo de aves visando o aumento da resisténcia a
doencas, pouco ou nada tem sido feito. Pelo contrario, segundo Gruber (1999), o fato de
ndo se conhecer perfeitamente os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a
doencas pode ter contribuido indiretamente para a selecéo de linhagens mais susceptiveis a
elas. Ha muito se sabe que, em termos populacionais, a diversidade genética é diretamente
proporcional a capacidade de resposta efetiva a um determinado patdégeno. Ou seja, quanto
maior for o polimorfismo genético de uma populagdo para um determinado gene envolvido

na resposta imunoldgica a um agente infeccioso, maior sera a chance de alguns individuos
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da populacdo sobreviverem a ele. Paradoxalmente, os processos seletivos que visam
parametros produtivos como os referidos acima, geralmente, tornam as linhagens muito
uniformes, diminuindo, assim, a variabilidade genética populacional.

Recentemente, a avicultura nacional voltou-se para o resgate desta diversidade e
uma série de linhagens mais rasticas, as chamadas linhagens caipiras, tém sido
desenvolvidas por diversas empresas privadas ou 6rgdos publicos. O objetivo é produzir
aves mais resistentes que possam ser criadas em sistemas extensivos ou de semi-
confinamento. Algumas destas linhagens surgiram do melhoramento genético de galinhas
caipiras originais, criadas em liberdade e sem qualquer tipo de selecdo. Este € 0 caso da
galinha dos ovos azuis, linhagem lancada no final do ano passado pela empresa galcha
Sulave, que buscou na cor dos ovos dar a garantia da origem caipira das mesmas. Também
se incluem nesta categoria a Paraiso Pedrés (linhagem de corte utilizada neste trabalho) e a
Rubro Negra, linhagem de postura igualmente desenvolvida pelos proprietéarios da fazenda
Aves do Paraiso da mesma maneira que a Paraiso Pedrés (selecdo de caracteristicas de
racas puras dentro de plantéis de galinhas caipiras).

Outras linhagens foram desenvolvidas a partir da mistura de aves caipiras com
linhagens ou racas comerciais. Uma delas é a Caipira Melhorada, linhagem mista obtida
pelos pesquisadores do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras
(UFL/MG) a partir do cruzamento direto de galinhas caipiras mineiras com trés racas
industriais boas de carne e ovos: a Plymouth Rock, a New Hampshire e a Rhode Island
Red (Andnimo, 1997).

Ainda existem outras que, embora sejam chamadas de linhagens caipiras, séo, na
verdade, o produto de uma rigorosa selecdo de caracteristicas de rusticidade dentro de
racas comerciais. Nesta categoria pode-se incluir a Frango Colonial 041 e a Poedeira
Colonial 051 desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
Suinos e Aves (Concordia, SC). A Embrapa 041 resulta do cruzamento entre ragas pesadas
de corte e racas semi-pesadas de postura. As matrizes sao a Plymouth Rock White (fémea,
cor branca) e a Rhode Island Red (macho, cor vermelha). A Embrapa 051, por outro lado, €
o resultado do cruzamento de outras linhagens Rhode Island Red e Plymouth Rock White.
Ainda pode-se incluir adicionalmente as caipiras francesas chamadas Label Rouge. Estas
foram desenvolvidas pelos pesquisadores do Instituto de Selecdo Avicola da Franca (ISA)
e sdo consideradas, por muitos especialistas, linhagens genéticas especificas (ndo,

propriamente, galinhas caipiras). Elas estdo no Brasil hd apenas 10 anos, mas o “selo
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vermelho” existe desde 1965, e consiste de um certificado de conformidade de criagcdo
caipira (Gessulli, 1999; Anénimo, 2003). As linhagens Label Rouge mais difundidas no
Brasil sdo a Caipira Pescoco Pelado Label Rouge e a Caipira Pesaddo Label Rouge, para
corte, e a Caipira Rouge, para postura (Gessulli, 1999). Estes sdo apenas alguns exemplos
de linhagens caipiras desenvolvidas ou criadas no Brasil e demonstram o interesse que este
tipo de ave tem despertado por aqui.

Todavia, este resgate tem se baseado apenas em caracteristicas fenotipicas de
rusticidade, ndo se levando em consideracao as bases da genética molecular das mesmas,
em especial, da resisténcia a doencas. Isto é explicado pelo fato de que se conhece apenas
parcialmente os mecanismos moleculares desta resisténcia (Gruber, 1999). Muito poucos
sd0 0s genes mapeados para resisténcia e, na maioria dos casos, ela baseia-se em alelos
especificos dos genes do MHC.

As novas tecnologias moleculares que tém sido desenvolvidas, a maioria das quais
ja esté sendo aplicada na avicultura, podem e vao ajudar a aumentar o conhecimento sobre
esta resisténcia. Dentre estas tecnologias pode-se destacar a PCR; o sequenciamento
genbmico; as técnicas de clonagem e inser¢cdo de genes (trangénicos); e o uso de
marcadores moleculares, como RFLPs, mini e microssatélites e SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms). A maioria destas técnicas tem sido aplicada no mapeamento do genoma
das galinhas, o que nos permitira, no futuro, determinar a completa relacdo
gene/caracteristica. A PCR ¢é utilizada para amplificar o DNA ou o cDNA e quase todas
as técnicas aqui mencionadas podem ou fazem uso dela.

O sequienciamento gendmico nos proporciona conhecer a composicao nucleotidica
de um gene ou segmento génico. Através desta técnica, 26 seqliéncias nucleotidicas B-F
diferentes foram detectadas em uma amostra de galinhas caipiras brasileiras. Neste grupo,
formado por 100 aves eclodidas de ovos azuis, dez sequéncias foram similares as ja
descritas para aves comerciais e 16 foram inéditas. Vinte e trés destas seqliéncias estdo
descritas no primeiro artigo da secdo de Resultados (Capitulo I11), enquanto outras trés (B-
F*CC18, B-F*CC19 e B-F*CC20) foram determinadas ap0s a remessa deste artigo para
publicacdo e incluidas no segundo artigo (Capitulo IV), estando descritas no Apéndice.
Estas 26 sequiéncias correspondem a regido compreendida entre os exons 2 e 4 do DNA
dos dois genes B-F (B-FI e B-FIV).

Devido a metodologia utilizada para detecta-las, ndo foi possivel determinar qual
sequéncia pertence a qual gene. Algumas consideragdes devem ser feitas a este respeito.
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Em primeiro lugar deve-se considerar que apenas com a analise do fragmento sequienciado
é impossivel estabelecer-se a relacdo sequiéncia/gene para estes lécus (Li et al., 1999).
Kaufman et al. (1999) postulam, no entanto, que a seqiiéncia da regido promotora destes
genes pode definir esta relagdo. De acordo com eles, quando esta estd “intacta” em relacao
a do alelo do gene B-FIV do haplétipo B12 (B-F12; Kroemer et al., 1990), que apresenta
significativa homologia com a mesma regido dos genes desta classe em mamiferos, ela
pertenceria a esse gene; engquanto que se ela apresenta algum tipo de alteracdo (mutacédo ou
delecdo) em relacdo a mesma, pertenceria ao gene B-FI.

Em segundo lugar, estas alteraces na regido promotora também seriam a
explicacdo para a diferenca de expressdo observada entre estes genes. O gene B-FIV
(regido promotora “intacta”) seria o de principal expressdo e, portanto, poderia ser
chamado B-F major gene, e o outro, de menor expressdo, de B-F minor gene (Kaufman et
al., 1999). Logo, utilizando-se 0 cDNA como molde nas reacdes de amplificacdo poder-
se-ia determinar a relacdo sequiéncia/gene, pois 0 gene com expressédo principal teria muito
mais copias do que o outro, 0 que, teoricamente, seria notado através do nimero maior de
clones seqlienciados do primeiro.

Entretanto, Dalgaard et al. (2003) obtiveram uma express@o aproximadamente igual
dos dois transcritos diferentes detectados por eles para o hapldtipo B21. Ja Li et al. (1999)
observaram que as seqiiéncias predominantemente expressas nos haplétipos B e B*®
eram idénticas as sequéncias de baixa expressdo B-F4 minor e B-F6 minor,
respectivamente, descritas por Kaufman (1995). Nenhum destes dois trabalhos analisou a
regido promotora destes genes, o que, em si, ndo invalida as conclusdes do grupo de
Kaufman quanto a expressdo diferencial. Tanto os dois genes B-F do haplétipo B21 no
trabalho de Dalgaard et al. (2003), quanto os de principal expressdo no de Li et al. (1999),
podem ter regibes promotoras do tipo “intacto”, e por isto apresentam tais niveis de
expressdo. Porém, os resultados destes trabalhos deixam em aberto a questdo de que
apenas o gene B-FIV possuiria a regido promotora “intacta” e de que, portanto, a analise
desta regido determinaria a relacdo sequéncia/gene. Assim, por esta determinacdo ainda
estar incerta e porque a inclusdo de mais ou menos uns 1000 pares de bases (pb) aos
fragmentos analisados (1048 pb) dificultaria o processo das clonagens, a regido promotora
destes genes néo foi analisada no presente trabalho.

A opcdo para utilizar o DNA como molde relaciona-se ao fato de que o objetivo
principal da pesquisa foi observar a variabilidade dos genes B-F e, se o cDNA fosse
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utilizado, alelos com expressdo muito baixa dificilmente seriam detectados, mascarando,
assim, a variabilidade real destes locus na amostra analisada. Todavia, é valido,
futuramente, analisar tanto o cDNA quanto a regido promotora dos alelos detectados aqui e
verificar como eles se apresentam, contribuindo talvez, com isto, um pouco mais para o
esclarecimento desta questéo.

A principal importancia da detecgdo de “novos” alelos € o uso que pode-se fazer
deles no futuro. Primeiramente, deve-se investigar se estes “novos” alelos conferem, ou
ndo, resisténcia a algum dos patdgenos aviarios. Caso esta associa¢do ocorra, eles poderao
ser selecionados em programas de melhoramento genético para resisténcia a doencas. O
aumento da imuno-competéncia pode aumentar a eficicia das vacinacGes e reduzir a
necessidade do tratamento com antibioticos (comum na atividade avicola atual), o qual
gera residuos nos produtos avicolas (Lamont, 1998b).

Duas ressalvas devem ser feitas (Gruber, 1999): um alelo pode conferir resisténcia
a um patdgeno, mas susceptibilidade a outro; e programas de melhoramento da resisténcia
podem levar a perda de outras caracteristicas desejaveis. Em relacdo ao primeiro ponto,
linhagens de resisténcia deverdo ser desenvolvidas de maneira diferenciada. Em alguns
locais existe a prevaléncia de determinadas doencas e em outros de outras. Linhagens que
apresentam resisténcia, ou respondem melhor a vacinas de patdgenos de prevaléncia
regional poderdo entdo ser utilizadas, diminuindo os custos de produgé&o.

Ja o segundo ponto pode ser resolvido com técnicas que manipulem diretamente o
genoma, como através do uso de animais trangénicos. Esta técnica pode aumentar o
namero de coOpias dos genes do MHC no genoma de linhagens com alto padrdo de
produtividade, sem a perda desta produtividade. Bloom et al. (1987) e Delaney et al.
(1988) demonstraram, ao analisar animais di, tri e tetrassbmicos para 0 microcromossomo
16, que a expressdo dos produtos génicos do MHC é dependente do nimero de copias dos
genes. Individuos com um maior nimero de genes expressaram um maior numero de
copias diferentes. Assim, segundo Lamont (1989; 1998a), a introducdo de novas copias
destes genes com diferentes alelos em um mesmo individuo possibilitaria a resposta imune
efetiva deste a uma maior diversidade de patdgenos. Neste contexto, a deteccdo dos
“novos” alelos para o0s genes B-F, aqui realizada, abre a possibilidade de, futuramente, os
mesmos serem testados quanto a sua possivel associacdo com a resisténcia a doengas e,
caso tal associacdo ocorra, poder-se-a formar um banco de dados de alelos de resisténcia

gue seriam usados em programas de melhoramento genético, moleculares ou néo.

81



CAPITULO V - DISCUSSAO

Estas diferencas na resposta a patdgenos sao, em parte, o resultado de alteracdes na
estrutura funcional das moléculas do Complexo B. Para tentar-se detectar estas alteracdes,
foi feita a predicdo da seqiiéncia de aminoéacidos que as moléculas de classe I-o poderiam
gerar, pois, como se sabe, mutagdes nucleotidicas nem sempre correspondem a mudancas
de aminoacidos na composi¢do das proteinas. O que importa neste caso sdo as mutacdes
que trocam aminoacidos pois, sO assim, poder-se-ia ter alteraces na resposta a patégenos.
Foram analisadas 45 sequéncias nucleotidicas (alelos) diferentes (descritas na Figura 2 do
primeiro artigo da secdo dos Resultados ou Capitulo 111) e geradas 39 sequéncias de
aminoacidos dos dominios al e a2. Das 13 seqiiéncias ainda inéditas utilizadas nesta
predicdo, dez condicionam diferencas na composicdo de aminoacidos. As outras trés
(CC*8, CC*12 e CC*15-2) tiveram os dominios al e a2 idénticos aos de seqliéncias da
literatura.

Os marcadores moleculares sdo importantes quando se desconhecem 0s genes
responsaveis por uma caracteristica, pois pode-se associa-la a um marcador, o qual podera
ser utilizado em programas de melhoramento genético que visem 0 seu aprimoramento
(Coutinho, 1999). Tais marcadores também sdo importantes quando a tipagem dos genes
de um traco requer técnicas de valor elevado, como é o caso dos genes de classe I-a, onde
a técnica de seqiienciamento é a mais indicada devido ao grande nimero de genes desta
classe presente nos genomas e ao alto grau de polimorfismo dos mesmos. Com este intuito,
foi genotipado o microssatélite LEI0258 em duas populacfes caipiras (galinhas de ovos
azuis e a linhagem Paraiso Pedrés) e os alelos encontrados relacionados com os haplétipos
B-F na populacdo de ovos azuis. Ao todo foram encontrados 15 alelos LEI0258 e o
tamanho destes variou de 205 a 457 pb. Nove alelos estavam presentes nas duas
populacbes e cada populacdo apresentou trés alelos especificos. Este alto grau de
polimorfismo habilita este microssatélite a ser utilizado como um bom marcador molecular
para estudos de variabilidade populacional, de paternidade e de coeficiente de endogamia,
entre outros.

Na analise de associacdo, observou-se um desequilibrio de ligacdo total entre os
I6cus estudados. Apesar desta associacdo ja ser conhecida e ja estar sendo utilizada para
tipar os locus do complexo B pelo grupo coordenado pelo Dr. Nathaniel Bumstead
(http://europa.eu.int/comm/research/agro/fair/en/uk1502.html), nada ainda foi publicado a

este respeito, 0o que torna a publicacdo dos dados aqui obtidos relevante para as
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andlises genotipicas dos haplétipos B-F. A associagdo dos alelos LEI0258 aos haplétipos
B-F os capacita também a serem utilizados em programas de selecdo assistida, ja que é
mais facil, rapido e barato analisar uma populacdo através da PCR do que pelo
sequenciamento.

Como ja foi salientado anteriormente, nos casos em que ndo se tém alelos deste
microssatélite exclusivos para cada um dos haplétipos B-F, pode-se utiliza-los associados a
técnica de PCR alelo-especifico (PCR-SSP), pois a verificacdo da ocorréncia de um alelo
LE10258 especifico restringiria a determinacdo para dois ou trés haplétipos B-F apenas, o
que, de qualquer modo, é mais acessivel do que o seqlienciamento.

Os resultados deste trabalho visam contribuir um pouco mais para o conhecimento
da variabilidade dos genes B-F em galinhas e dar ferramentas para a implantacdo de
futuros programas de melhoramento genético na resisténcia a doencas destas aves. Muito
ainda precisa ser feito para que tais programas sejam implementados, mas este, certamente,
é 0 melhor caminho a ser seguido quando tem-se em mente uma protecdo mais efetiva dos

plantéis avicolas.
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G6

Sequéncias nucleotidicas dos exons 2, 3, e 4 (parcial) dos alelos *CC18, *CC19 e *CC20 dos genes B-F obtidos em galinhas caipiras

brasileiras de ovos azuis. O intron 2 destas trés seqliéncias € igual ao da seqiéncia 1 apresentada no 1° artigo da secdo de Resultados

(Capitulo HI).

BE*CC20
BF*CC18
BE*CC19

BE*CC20
BE*CC18
BF*CC19

BE*CC20
BE*CC18
BF*CC19

BE*CC20
BF*CC18
BF*CC19

BEF*CC20
BF*CC18
BF*CC19

Exon 2

123
GAG

788
901
TAC

111
555
789
AAG

222
333
567
ACA

333
111
345
GGC

456
CTC

888
234
GTG

111
666
012
GCG

222
334
890
CTG

333
111
678
ACC

789
CAT

888
567
GAC

111
666
345
GAC

222
444
123
CAG

333
122
901
ATC

111
012
ACC

889
890
GGG

111
666
678
CAG

222
444
456
GAG

CG.
333
222

234
CGG

111
345
CTG

999
123
GAA

111
677
901
CAG

222
444
789
CGA

333
222
567
GGG

111
678
CGG

999
456
CTC

111
777
234
TAC

222
555
012
TAC

333
223
890
TAT

122
901
TAC

999
789
TTC

111
777
567
TGG

222
555
345
AAC

333
333
123
TAT

222
234
GTC

111
000
012
GTG

111
778
890
GAT

222
555
678
CAG

333
333
456
CAG

222
567
CAT
TC.
TT.

111
000
345
CAC

111
888
123
GGA

222
566
901
ACC

333
333
789
TCA
GAG
GAG

223
890
ACG

111
000
678
TAC

111
888
456
CAG

222
666
234
GGC

333
444
012
GCC

333
123
GCG

111
011
901
AAC

111
888
789
ACG

333
456
ATG

111
111
234
AGC

111
999
012
CAG

Exon 3

222
666
567
GGG

333
444
345
TAC

222
667
890
TCT

333
444
678
GAT

333
789
ACG

111
111
567
ACC

111
999
345
ATC

222
777
123
CAC

333
455
901
GGG

444
012
GAT

111
112
890
GCG

111
999
678
GGA

222
777
456
ACG

333
555
234
AGA

444
345
ccc

111
222
123
CGG

122
900
901
CAG

222
777
789
GTG

333
555
567
GAC

444
678
GGC

111
222
456
AGG

222
000
234
CGC

222
888
012
CAG

333
556
890
TTC

455
901
ccc

111
222
789
TAC

GTT

222
000
567
AAT

222
888
345
TGG

333
666
123
ATT

555
234
GGG

111
333
012
GTG
AC.

222
001
890
GAG

222
888
678
ATG

333
666
456
GCC

555
567
CAG

111
333
345
Cccc

222
111
123
CGG

222
899
901
TCC

333
666
789
TTC
C.T

556
890
CCG

111
333
678
CGC

222
111
456
AGT

222
999
234
GGC

333
7717
012
GAC

666
123
TGG

111
344
901
ACC

222
111
789
GTG

.AC

222
999
567
TGT

333
777
345

666
456
TAC

111
444
234
GAG

222
222
012
AAA

c.cC

223
990
890
GAC

333
777
678
GGC

666
789
GTG

111
444
567
TGG

222
222
345
GTG

333
000
123
ATC

333
788
901
GCA
ATG
A.G

777
012
GAC

ATT
111
445

890
ATG

222
222
678
AGC

333
000
456
CTC

333
888
234
AAG

.T.

777
345
GTG

111
555
123
GCG

222
233
901
CTG

333
000
789
GAG

333
888
567
ACG

.T.

777
678
GGG

111
555
456
GCC

222
333
234
GAC

333
111
012
GAT

333
889
890
TTC
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BEF*CC20
BEF*CC18
BEF*CC19

BE*CC20
BF*CC18
BF*CC19

BE*CC20
BEF*CC18
BF*CC19

BE*CC20
BE*CC18
BE*CC19

BE*CC20
BF*CC18
BF*CC19

333
999
123
ACT

444
677
901
CTG

555
444
789
GAG

666
222
567
ATC

7717
000
345
GGC

333
999
456
GCG

444
777
234
GAG

555
555
012
GTG

666
223
890
GCT

7717
000
678
ACC

333
999
789
GCA

444
777
567
GAA

555
555
345
CGA

666
333
123
GTC

777
011
901
TAC

444
000
012
GTT

444
778
890
ACC

555
555
678
GTG

666
333
456
AGC

777
111
234
CAC

444
000
345
CCA

444
888
123
TGC

555
566
901
TGG

666
333
789
TGG

777
111
567
ACC

444
000
678
GAG

444
888
456
GTG

555
666
234
GGG

666
444
012
CTG

444
011
901
GCA

444
888
789
GAG

555
666
567
AAG

666
444
345
AAG

444
111
234
GTT

444
999
012
TGG

555
667
890
GAG

666
444
678
GAC

444
111
567
Cccc

444
999
345
CTG

555
777
123
GCC

666
455
901
GGC

444
112
890
ACC

444
999
678
CGG

555
777
456
GAC

666
555
234
GCG

444
222
123
AAG

455
900
901
AGA

555
777
789
GGG

666
555
567
GTG

444
222
456
AGG

555
000
234
TAC

555
888
012
ATC

666
556
890
CGG

444
222
789
AAA

555
000
567
GTG

555
888
345
CTG

666
666
123
GAC

444
333
012
TGG

555
001
890
GAA

555
888
678
ACC

666
666
456
CAG

444
333
345
GAG

555
111
123
TAC

555
899
901
TTG

666
666
789
AAC

444
333
678
GAA

555
111
456
GGG

555
999
234
TCC

666
777
012
GCC

444
344
901
GGA

555
111
789
AAG

555
999
567
TGC

666
777
345
CAG

444
444
234
GGT

555
222
012
GCT

556
990
890
CGC

666
777
678
TCG

444
444
567
GTT

TA.

555
222
345
GAG

666
000
123
GCT

666
788
901
GGG

444
445
890
GCT

555
222
678
CTG

666
000
456
CAC

666
888
234
GGC

444
555
123
GAG

555
233
901
GGC

666
000
789
GGC

666
888
567
ATC

444
555
456
AGG

555
333
234
AGG

666
111
012
TTC

666
889
890
GTG

444
555
789
TGG

CT.

555
333
567
AGA

666
111
345
TAC

666
999
123
Ccc

444
666
012
AAG

444
666
345
AGT
CAG
CAG

Exon 4

555
334
890
GAG

666
111
678
CCG

666
999
456
AAC

555
444
123
CGG

666
122
901
CGG

666
999
789
GGC

444
666
678
TAC

555
444
456
Cccc

666
222
234
ccc

777
000
012
GAC
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