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RESUMO

O Brasil reine uma das maiores riquezas em avifauna do mundo. Estima-se que pelo menos
metade das aves ndo possuam dimorfismo sexual que, quando existe, é geralmente sutil, e pode
ocorrer somente no periodo de maturidade sexual. Por estes motivos faz-se necessaria a
determinagdo do sexo das aves. Este estudo avaliou além do tempo de conservacdo do DNA
apo6s extracdo, o método de analise molecular para a identificagdo do sexo das aves utilizando
trés diferentes técnicas de extragdo de DNA, de penas e de sangue. Foi empregado o par de
primers alelo-especifico, Pp/Pg, para o gene CHD, localizado nos cromossomos sexuais (Z e

W) das aves, pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Utilizou-se o método de
extensdo do introns do gene CHD (helicase-dependente de cromo). O resultado eletroforético
demonstrou dois alelos para as fémeas, sendo, portanto, heterogaméticas (ZW), enquanto nos
machos, somente um, homogaméticos (ZZ). Os resultados obtidos demonstraram que ha
variagdo entre os tamanhos dos pares de base (pb) entre as espécies: de 246 a 396 pb para o
alelo Z e de 254 a 412 pb para o W. As trés técnicas de extracdo de DNA foram eficazes a todas
as 15 espécies analisadas. Porém a metodologia do DNA extraido do sangue colhido em papel
filtro obteve melhor resultado quando se comparou a questdo do tempo de extragdo e
conservagdo do DNA. Os resultados revelaram a presenca de 71 machos (49,31%) e 73 fémeas
(50,69%), totalizando 144 aves. Esta situacdo propde desvios meramente casuais (p > 0,05). A
variavel estudada, dicotomica, estd na relagdao 1:1 dentro de um universo amostral. Estes dados
mostram que esta técnica ¢ segura e eficaz para a determinacdo sexual das aves.

Palavras-chave: determinagdo sexual em aves, PCR, cromossomos sexuais Z e W, extracdo e tempo de
conservacao do DNA.



ABSTRACT

Brazil has one of the wealthiest avifauna in the world. It is estimated that a half of the
birds don’t have sexual dimorphism, that when occur, is generally subtle and could
only be present in sexual maturity. All this reasons illustrate why the avian sex
identification is important. This study evaluated not only the time of conservation of the
DNA after extraction, but also the bird sex identification molecular analysis method
using three different techniques of DNA extraction from feathers and blood. It was
utilized the allele-specific primer pair Py/Pg, within the CHD gene, located in the bird

sexual chromosomes (Z e W), by means of the polymerase chain reaction (PCR)
technique. The introns extension method of gene CHD (chromium-helicase-dependent)
was chosen. The eletrophoretic result demonstrated two alleles for the females, being,
therefore, heterogametics (ZW), while in the males, just one, homogametics (ZZ).
Results demonstrated that there is variation between the sizes of the stand pairs (bp)
between species: 246 to 396 pb for allele Z and 412 to 254 pb for the W. The three
techniques of DNA extraction were efficient to all the 15 species analyzed. However the
methodology using DNA extracted from the blood harvested in filter paper got better
results taking into consideration the extraction time and conservation of the DNA, as
well as the final cost of the technique. The results disclosed the presence of 71 males
(49.31%) and 73 females (50.69%), totalizing 144 birds. This situation proposes casual
deviations, Test y2 (p>0.05). The studied variable was presented as dicotomic form
part of an sampling universe. These data show that this technique is efficient and safe
for the bird sexual determination.

Keywords: sex determination in birds, PCR, sexual chromosomes Z and W, DNA
extraction and time of conservation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil retine uma das maiores riquezas em
avifauna do mundo com mais de 1796
espécies, das quais mais de 10% sdo
endémicas, o que torna o pais um dos mais
importantes em relagdo a investimentos em

conservacao.

A fauna silvestre vem sendo constantemente
ameacada de extingdo, sendo as aves um dos
grupos mais atingidos. Varias sdo as causas
desta perda de espécies, mas certamente um
dos fatores mais importantes ¢ a destruigdo
dos habitats, que leva ao isolamento de
populagdes cada vez menores, aumentando
as chances de desaparecimento. Por outro
lado, o pais também sofre forte pressdo do
trafico de animais silvestres. Por estes
motivos, nos ultimos anos, vem crescendo
consideravelmente a criagdo de animais
silvestres no Brasil, com a finalidade de se
evitar o desaparecimento destas espécies

ameagcadas.

Para o sucesso reprodutivo e produtivo ¢é
fundamental que seja determinado o sexo
das aves. Portanto, a sexagem em aves
monomorficas € necessaria para o sucesso
reprodutivo de espécies silvestres mantidas
em cativeiro, tanto no sentido

conservacionista quanto no criacionista e ¢

uma ferramenta valiosa para os estudos

comportamentais e populacionais em

espécies sem dimorfismo sexual aparente.

Estima-se que pelo menos metade das aves

existentes no mundo ndo possuam
dimorfismo sexual que, quando existe, ¢é
geralmente sutil, e pode ocorrer somente no
periodo de maturidade sexual. O dimorfismo
sexual é um caso especial no qual machos e
fémeas de uma mesma espécie diferem em
secundarios, como

caracteres sexuais

tamanho ou coloragéo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o
método de andlise molecular para a
identificagdo do sexo das aves, com trés
diferentes técnicas de extracdo de DNA,
utilizando como amostras penas ¢ sangue,
empregando-se primers especificos para o
gene CHD (chromo-helicase-DNA-binding,
helicase dependente de cromo), localizado
nos cromossomos sexuais (Z ¢ W) das aves,
pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase, PCR. Outro aspecto importante
foi o tempo de conservacdo do DNA apds

extraido.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Evolucio dos Cromossomos
Sexuais

Os vertebrados tém os individuos separados
sexualmente, sendo o sexo determinado por

diferentes maneiras (Ezaz et al, 2006).
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Frequentemente, os dois sexos diferem entre
si em aspectos basicos relacionados com a
ecologia ¢ com a morfologia (Sheldon,
1999; Ellegren & Sheldon, 1997). Por
exemplo, em muitas espécies de aves e
mamiferos, os machos sdo maiores que as
fémeas, um sexo ¢ mais dispersivo (machos
nas aves sao poligdmicos) e, assim, a seleg@o
sexual age mais fortemente neste sexo. Estas
diferencas ecologicas mostram que os

fatores ambientais podem causar diferengas

da selegdo entre os sexos (Sheldon, 1999).

Muitas espécies de peixes e répteis, dentre
elas queldnios, lagartos e crocodilianos)
utilizam o ambiente para determinar o sexo
por meio da temperatura (ESD/STD) (Uller
et al., 2007, Ezaz et al., 2006). Como
exemplos tém-se a temperatura de incubagéo
dos ovos do jacaré-do-Pantanal, que quando
o ninho ¢ incubado em temperatura baixa
(<31,5 °C),

temperatura alta (>31,5

produzem fémeas e em
°C) produzem
principalmente machos (Campos, 2005). Ha

também as espécies de tartarugas marinhas,

que quanto mais quente a temperatura da

areia, mais fémeas eclodem (Piccinini,

2007).

A transi¢ao entre ESD e GSD pode ocorrer
rapidamente durante o estagio de incubagao,
sendo que tanto os fatores genéticos quanto
o ambiente influenciam na determinacio de

sexo (Uller et al. 2007).

Entre as espécies que usam a genética como
determinante do sexo, onde os machos sdo
heterogaméticos (XY), sendo heterozigotos
no locus codificante do sexo ¢ fémeas
(XX), todos os

homogaméticas estdo

mamiferos. Ha também espécies em que
todas as fémeas sdo heterogaméticas (ZW) ¢
os machos homogaméticos (ZZ), dentre
estas estdo todas as aves e serpentes.
Algumas espécies de peixes, de anfibios, de
queldonios ¢ de lagartos podem apresentar
fémeas ¢ machos hetero ¢ homogameéticos,
dependendo do sistema sexual XY e/ou ZW
(Ezaz et al., 2006; Modi & Crews, 2005;

Griffiths et al., 1998), Figura 01.
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Figura 01: Filogenia dos vertebrados que ilustra os métodos da
determinacdo de sexo. “Fémea” e “macho” tétm a GSD com
fémeas e machos heterogaméticos respectivamente. O STD
representa a determinacdo de sexo temperatura-dependente.
FONTE: Modi & Crews (2005).

12



As espécies com Cromossomos sexuais
heteromorficos tém niveis iguais da
expressdo do gene entre os sexos quando um
sexo tem somente uma copia, ZW ou XY, ¢
o outro sexo tem duas copias de um
cromossomo em particular, ZZ ou XX
(Modi & Crews, 2005). Os cromossomos
sexuais W ¢ Y sd3o alelos dominantes ao
sexo masculino em relagdo aos Z e X,

respectivamente (Schartl, 2004).

Aves e mamiferos apresentam cromossomos
sexuais na base de sua filogenia, onde as
espécies apresentam Cromossomos sexuais
bem diferenciados (Artoni et al., 2000). A
hipotese da evolugdo do cromossomo sexual
de vertebrado é que o sistema XY de
mamifero pode ter sido originado
diretamente do sistema ZW do ancestral
réptil, melhor que um estado intermediario
ou transitorio da determinacdo de sexo pelo
ambiente. Portanto, um importante ¢
relevante estudo de cromossomos sexuais de
vertebrados ¢ o sistema XY de mamiferos e
os sistemas ZW de aves e serpentes (Modi &
Crews, 2005; Ezaz et al., 2006). Estes
sistemas mostram a similaridade superficial
dos cromossomos X e Z, afinal, eles sdo
grandes e carregam muitos genes entretanto,
parecem ndo influenciar na determinagédo de
sexo, visto que os cromossomos Y ¢ W sdo
menores, altamente heterocromaticos e tém

poucos genes ativos (Ezaz et al., 2006;

Charlesworth & Charlesworth, 2005; Duan
& Fuerst, 2001; Ellegren, 2000).

2.2, Cromossomos Sexuais Z e W

A maioria dos animais e muitas plantas
apresentam dimorfismo sexual. Na maioria
destes casos, o sexo € determinado por
cromossomos sexuais. Nestes organismos,
existem duas categorias de cromossomos, 0s

sexuais € 0s autossomos.

A maioria dos cromossomos em um genoma
¢ de autossomos. Os cromossomos sexuais
estdo em menor numero, apenas um par
(Suzuki et al, 2002). Os pares de
cromossomos autossomicos constam de
copias materna e  paterna, sendo
morfologicamente semelhantes.. Porém, os
cromossomos sexuais sdo bem distintos

entre si (Ohno, 1967 citado por Griffiths,
2000).

Em aves o sexo ¢ determinado por
cromossomos sexuais Z ¢ W (Suzuki et al.,
2002). Os genes, CHD-Z e CHD-W
(chromo-helicase-DNA-binding, helicase
dependente de cromo), estao localizados nos
cromossomos sexuais de todas as aves. O
gene CHD-W localiza-se no cromossomo
W, somente nas fémeas e o gene CHD-Z ¢
encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em

ambos os sexos (Griffiths et al, 1998).

Ambos 0s cromossomos apresentam seus

13



tamanhos variados na maioria das espécies
(Ezaz et al., 2006; Fridolfsson & Ellegren,
2000). Somente em ratitas (avestruz, ema,
emu) os cromossomos sexuais Z ¢ W sdo
morfologicamente similares aos
autossomais, mostrando pequena diferenca
no tamanho ou na copia paterna. A sexagem
molecular nestas aves ¢ feita utilizando
outro par de primers (Ansari et al., 1988 &
Tagaki et al., 1972 citados por Griffiths et

al., 1998).

2.3.  Dimorfismo sexual

As diferengas existentes entre machos e
fémeas se classificam como caracteristicas
primarias e secundarias. As secundarias
referem-se a diferencas provocadas pela
acdo dos hormonios sexuais e, portanto,
estdo sujeitas a uma consideravel variagdo,
dependendo da natureza do meio enddcrino
que interfere nos caracteres citados. Ja as
primarias se consideram habitualmente
integradas pelas diferencgas anatomicas sobre
todos os o6rgaos reprodutivos. Porém, em
ambos os sexos das aves a genitalia externa
consiste da cloaca que é a por¢ao final do
intestino e do trato geniturinario, ndo sendo
possivel a determinagdo do sexo (Griffiths,
2000; Pough, 1999). As aves podem vir a ter
dimorfismo sexual somente quando atingem
a maturidade sexual (Pough, 1999; Ellegren
& Sheldon, 1997; Hutt, 1958). O

dimorfismo sexual representa diferencas

morfologicas, as quais sdo utilizadas durante
a corte no periodo reprodutivo entre machos

e fémeas (Pough, 1999).

2.4. Importincia da Sexagem

A regulamentagdo de criadouros pelo
IBAMA trouxe nova visao do conceito de
reproducdo e manutengdo de aves silvestres
(Allgayer & Cziulik, 2007), sendo de
extrema importancia a sexagem de aves. A
determinacdo do  sexo em  aves
monomorficas € fundamental para o sucesso
reprodutivo de espécies silvestres mantidas
em cativeiro (Raso & Werther, 2004), ¢ uma
estudos

ferramenta valiosa para os

comportamentais e populacionais em
espécies sem dimorfismo sexual aparente,
assim como em criatdrios de
comercializagdo de produgdo (Faria et al.,

2007).

Existem varios métodos de sexagem, cada
qual com suas vantagens e limitagdes; em
alguns casos, a identificagdo sexual ndo ¢
efetiva utilizando-se determinada técnica,
tendo-se que repetir varias vezes a analise ou
recorrer a outro tipo de exame até o éxito
total (Grando, 2002). Os métodos cirurgicos,
laparoscopia e a TRMN (tomografia por
ressonancia magnética nuclear), podem
causar sérios problemas como no caso da
administragdo do anestésico: relagdo da dose

€ peso das aves, uma vezZ que podem pesar
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de alguns gramas a muitos quilos; tempo de
absorcdo do sedativo, e ainda, o ponto da
incisdo pode causar ruptura do saco aéreo,

podendo levar as aves ao Obito (Richner,

1989 citado por Griffiths, 2000; Grando,
2002), Tabela 01.

Tabela 01: Comparagdo das técnicas de determinagdo do sexo das aves

Laparoscopia TRMN Analise de Cariotipagem
DNA
Valor médio do exame/ave RS 25 - 50,00 R$ 100,00 R$ 11- 50,00 R$ 150,00
Invasiva sim nao nao nao
Stress alto alto minimo minimo
Porte da ave grande todos todos todos
Idade adulta adulta qualquer qualquer
Tempo necessario para
obtencio do resultado poucos minutos  poucos minutos 9 dias 20 dias
FONTE: Grando (2002) - modificada
As técnicas utilizadas nos processos fornecedores precisam fazer se

laboratoriais, citogenética e analise de DNA,
sd0 as mais modernas que existem. O
processo de sexagem via DNA ¢é uma
alternativa segura quando comparado a
sexagem cirurgica. Tem sido utilizado desde
o seu desenvolvimento com precisdo
superior a 99% e por ser uma técnica
simples, de baixo custo, segura, além de
causar stress minimo a ave. Podendo ser
realizado em aves de qualquer idade,
facilitando a formagdo de pares na criagdo
assistida e em programas de reintrodugio,
além da venda comercial e legal de animais
(Griffiths, 2000; Ferreira &

1998;

sexados
Grattapaglia,
http://www.mackenzie.com.br/universidade/
exatas/ejbio/sexagem.html). =~ A grande
vantagem da sexagem ¢ a reducdo de custos

nas eventuais reposicdes de casais que os

eventualmente algum erro for cometido nas

determinagdes de sexo pelos métodos

tradicionais.

2.5. Biologia Molecular

Nos ultimos anos, o uso do material genético
passou do nivel citoldgico para o molecular
(Griffiths, 2000). As tecnologias de analise
molecular da variabilidade do DNA
permitem determinar pontos de referéncia
nos Cromossomaos, tecnicamente

denominados “marcadores moleculares”

(Borba, 2002).

2.5.1.
-PCR

Reacdo em Cadeia da Polimerase

A técnica de PCR ¢ extremamente sensivel,
ou seja, a falta ou excesso de algum
componente da reagdo pode diminuir a

fidelidade do teste. A padronizagdo das

15



condig¢bes de amplificagdo € imprescindivel
para se obter resultados satisfatorios da
técnica, uma vez que héd variagdo entre
diferentes ambientes (de laboratério para
laboratoério), da temperatura ambiente, do
tipo de armazenamento e variagdes de perfis
térmicos que se diferem entre os aparelhos
termocicladores (Ferreira & Grattrapaglia,
1998). Os resultados obtidos sdo iguais,
porém € necessario padronizar a técnica de

acordo com cada laboratorio.

Ensaios de sexagem molecular em aves sao
geralmente baseados no gene CHD,
localizado no cromossomo W, unico para
fémeas. Seu homdlogo, CHD-Z, ¢
encontrado no cromossomo Z e ocorre em
ambos os sexos (ZW em fémeas e ZZ em
machos). A identificacdo do género baseada
na PCR emprega um tUnico set de primers
P,/Ps  (CHD-universal) que amplifica
fragmentos homologos de ambos os genes ¢
incorpora introns que geralmente variam de
tamanho entre as espécies (Ramos et al.,
2009; Chang ET AL., 2008; Ancides &
Nassif Del Lama, 2002; Griffiths, 2000;
Fridolfsson & Ellegren, 2000; Griffiths et
al., 1998; 1996). O método para identificar o

sexo em aves baseado neste para de primers

foi descrito por Griffiths et al. (1996; 1998).

2.6. Tipos de Criatorios

A crescente degradagdo do meio ambiente
vem causando reducdo e fragmentacdo de
inimeros ecossistemas. Como consequéncia
direta destes fatos, muitas espécies animais ¢
vegetais extingao

(Almeida, 2003).

caminham para a

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA,
2007), através das portarias 117 e 118 de 15
de outubro de 1997, que normatizam a
criagdo de espécies nativas e
comercializa¢do de animais vivos, abatidos,
partes e produtos da fauna nativa, propiciou
que, nos ultimos anos, houvesse um
incremento na criagdo legal desses animais.
Estas portarias visam colaborar com a
conservacdo da fauna brasileira e combater o
comércio clandestino de animais silvestres,
pois acredita-se que o comércio ilegal
devera reduzir-se progressivamente a
medida que exista a possibilidade de
aquisicdo de animais de maneira licita e
confidvel, com documentagdo correta, saide,
origem controlada e adaptado ao cativeiro
(Allgayer & Cziulik, 2007). Esta medida foi
um grande passo rumo a regulamentacdo do
mercado ilegal de animais silvestres.
Marcando uma mudanga radical na politica
do IBAMA que agora apdia e estimula a

criagdo comercial de animais silvestres,

sendo considerada, por muitos, a medida
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mais eficiente para a redugdo do trafico
ilegal de animais. H4 também a Resolugéo
Conama n° 394, 06 de novembro de 2007,
onde o IBAMA disponibiliza para consulta
publica a lista das espécies da fauna silvestre
nativa que serdo permitidas para a criacdo e
comercializagdo (IBAMA, 2007). Uma vez
que, observou-se que estimular a produgio
legal em cativeiro visando suprir a demanda
no mercado, reduz o impacto nas populagdes
silvestres na natureza, muitas vezes
ameagadas de extingao
(http://www.animalworld.com.br/aves/ver.p

hp?id=198).

Ao pensar em criagdo assistida de aves, a
primeira pergunta para a qual se deve
encontrar uma resposta é: qual o objetivo do
manejo em cativeiro? Criacionista (criacdo
da avifauna), exposigdo (visitagdo publica —
parques e zoolodgicos), educagdo ambiental,
conservacionista ou pesquisa? (Allgayer &
Cziulik, 2007). Todos os tipos de criatorios
devem ser credenciados ao IBAMA

(IBAMA, 2007).

2.6.1.  Criatorio Comercial

O espago fisico para a criagdo deve ter
ventilagdo, tamanho de gaiolas e
luminosidade adequados a cada espécie. O
conhecimento  nutricional também ¢
essencial, pois € um fator que determina o
cativeiro,

sucesso do manejo em

possibilitando a sanidade e a reproducdo das

aves (Allgayer & Cziulik, 2007).

A formacgdo de casais compativeis ndo ¢ uma
tarefa facil, podendo-se tentar com o
isolamento de casais em gaiolas ¢ com a
observacdo do comportamento dos possiveis
casais. As aves s0 se reproduzirdo se o
manejo atender as suas necessidades
etologicas basicas (Allgayer & Cziulik,
2007).

Em criatorios que possuem poucos casais
denominados matrizes ha necessidade de se
tomar o cuidado com a formagao de futuros
pares, pois a endogamia pode provocar a
diminuigéo da heterozigose e
consequentemente, aumento da homozigose
que pode ocorrer tanto para genes
dominantes quanto para os recessivos, sendo
necessario que haja a selecdo se estes sdo
preferidos em relagdo aos heterozigotos. Ao
reduzir a heterozigose favorece-se a
ocorréncia de genes recessivos indesejaveis
ou de efeitos deletérios. A perda da
variabilidade genética em populagdes
pequenas tende a ocorrer aleatoriamente,
causando mudangas nas freqiiéncias alélicas
e genotipicas, fixando alguns alelos e
eliminando outros, processo este
denominado deriva genética. A maioria
desses genes esta relacionada com a baixa

fertilidade e os niveis de reprodugio,
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aumento da mortalidade, aumento de
doencas devido a diminui¢do da resisténcia e
do wvigor hibrido e do wvalor genético
adaptativo (Pereira, 2004; Falconer, 1970).
Portanto, a manutencdo das caracteristicas

genéticas ¢ de suma importancia.

2.6.2. Criatodrio Conservacionista

Em um contexto conservacionista e de leis
nacionais € internacionais, a decisdo maxima
sobre a disposi¢do de animais confiscados
do trafico de animais silvestres deve atingir
trés pontos: 1) maximizar o valor
conservacionista dos animais sem qualquer
prejuizo a sua saude, comportamento e
caracteristicas genéticas, ao status de
conservagdo de populagdes das espécies
selvagens ou de cativeiro ou a biota nativa;
2) ndo incentivar o comércio ilegal ou
irregular e 3) fornecer solucgdo clara para o
problema, mesmo que esta envolva a
manutencdo de animais em cativeiro, a sua
reintrodu¢do a natureza ou mesmMoO O
emprego da eutandsia (caso a ave tenha
excedéncia populacional em cativeiro). Um
dos grandes problemas da triagem de
animais apreendidos e provenientes de
cativeiro ¢ a dificuldade de se destinar
individuos diante de um quadro cadtico de
superpopulacdo nas instituicdes que os
recebem. Outro problema frequente € o alto
custo de manutengdo de cativeiros e gastos

com funcionarios, alimentacéo e

medicamentos e, por outro lado, ha a
caréncia de recursos para o combate ao
trafico e para Dbons programas de

conservacao (Efe et al., 2006).

2.6.3. Criatério Expositivo

Para trabalhar com exposigdes de aves para
a visitagdo publica (parques e zooldgicos)
faz-se necessario determinar qual a maneira
de tornar um setor de aves atraente ao
publico. Dentre as opgdes, podem ser
estruturados recintos representativos dos
diferentes ecossistemas para as espécies
nativas ou exoticas, em um ambiente que
seja agradavel tanto para as aves quanto para
o0 publico visitante. Placas informativas sdo,

r

muitas  vezes, despercebidas, mas ¢é
fundamental sua presenga, explicando o
trabalho ou o objetivo (Allgayer & Cziulik,

2007).

Outros objetivos de parques e zooldgicos € o
compromisso de cumprir fungdes basicas
como pesquisa, educagdo ambiental,
conservagdo de espécies ameacadas de
extingdo, educacdo e lazer (IBAMA, 2007,
http://www.zoologico.sp.gov.br/ensinopesqu
isa/cursoprofessores2006.htm, acesso em

21/fev./2008).
Sendo assim, faz-se necessaria a sexagem de

aves em todo e qualquer criatorio a fim de se

identificar facilmente os individuos em um
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recinto, para a ndao ocorréncia de formagéo
de casais ao acaso que ndo apresentam
dimorfismo sexual ou baseados nas
caracteristicas comportamentais, podendo
causar, no caso de fémeas, postura de ovos
inférteis e, consequentemente, 0 ndo

crescimento da populagdo (Grando, 2002).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e Composicio das Amostras
Para o presente estudo, foram colhidas
amostras, de maneira aleatéria, de sangue ¢
de penas de criatorios comerciais - Criatorio
JC e Criatorio Lua de Mel, do criatério
conservacionista - ZooAmbiental e do
CETAS (Centro de Triagem de Animais
Silvestres) do IBAMA todos localizados no

estado de Minas Gerais.

Foram coletadas 10 amostras de cada
espécie estudada (Calliphlox amethystina —
Estrelinha; Passerina brissonii — Azulao;
Saltator similis — Trinca-ferro-verdadeiro;

Oryzoborus maximiliani — Bicudo; Sicalis

flaveola — Canario-da-terra; Zonotrichia
capensis - Tico-tico; Carduelis
magellanicus ~ — Pintassilgo;  Leninus
canaria — Canario-belga;  Gnorimopsar

chopi — Péssaro-preto; Campylorhynchus
turdinus — Catatau; Tusrdus sp. — Sabia;
Ramphastos toco — Tucano, Amazona
aestiva — Papagaio-verdadeiro e Aratinga sp.

— Periquito-Maritaca). Com exce¢@o de uma

espécie (Poroaria dominicana — Galo da
campina) da qual amostras foram colhidas

de apenas quatro individuos.

As amostras foram obtidas por meio do corte
da unha obtendo-se o sangue que foi
coletado em papel filtro (Marca Whatman,
55mm) e armazenado individualmente em
envelope a temperatura ambiente. Também
foram coletadas penas que ainda continham
ou ndo sangue no bulbo, novas ou velhas
que foram armazenadas em envelope ou em
um tubo contendo alcool absoluto ou 70%

sendo conservado em refrigerador a 4 °C.

Todas as amostras foram armazenadas
individualmente e devidamente

identificadas.

As coletas foram realizadas em aves de
todas as idades (entre um més de vida a
idade senil), por todo o ano, no periodo da
manha até, no maximo, as 15 horas. Desta
forma nao houve mudanca nas condigdes de
temperatura do ambiente dos criatorios, nao

influenciando no bem estar dos animais.

3.2. [Extracio e armazenamento do DNA
Foram feitas extragdes de DNA utilizando-
se trés diferentes técnicas, uma através do
sangue pelo método fenol/cloroformio com
enzima

digestdo pela proteinase K

(Sambrook et al., 1989), outra utilizando o
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bulbo de pena pelo método de extragdo
alcalina simples rapida (Rudbek & Dissing,
1998) e uma terceira pela tecnologia
(modificada) de cartdes FTA da Whatman
(www.biomerica-inc.com), aqui denominada
PFE, por ter sido utilizado papel filtro estéril
(Marca Whatman, 55mm) e nio os cartdes

FTA.

Cada amostra extraida pelos dois primeiros
métodos foi armazenada em microtubo ¢
aliquotada em geladeira, 4 °C, enquanto que
pelo  terceiro, as amostras foram
armazenadas em microtubos em temperatura

ambiente.

Todos os testes foram realizados no
Laboratorio de Genética do Departamento
de Zootecnia da Escola de Veterinaria da

UFMG.

3.3. Primers

Foi utilizado um par de primers alelo-
especificos, P, e Pg por amplificarem
especificamente os alelos relacionados com
0S Cromossomos sexuais € por serem
universais. O primer P, amplifica o gene
CHD-W enquanto o Py o CHD-Z (Griffiths
et al., 1996; 1998).

3.4. Amplificacao pela PCR, eletroforese
e analise do gel

Houve a necessidade de adaptar a
amplificagdo descrita por Griffiths er al.
(1998) as condi¢des do Laboratorio de
Genética da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais. As
modificagdes feitas em relagdo ao protocolo
original foram em relagdo a concentragdo de
cada ANTP (de 200 uM para 100 uM de
cada um dos dNTPs), da U/amostra da
enzima GoTag® DNApolimerase/Promega
(de 0,15 U para 1,0 Ul/amostra) e a
temperatura padrao de anelamento (de 48 °C

para 49 °C).

Para realizar a sexagem foi preciso conhecer
estes marcadores na espécie a ser sexada, ou
seja, definir o padrao de macho ¢ fémea para
cada espécie (Miyaki et al., 1998). A PCR
foi realizada com o estudo do material
genético de um casal que ja possuia filhotes

ou cujos sexos ja tinham sido determinados.

O mix para PCR foi preparado em cémara
de fluxo laminar a fim de se evitar qualquer

tipo de contaminagdo com DNA exdgeno.

O sistema e o programa de amplificagdo da
PCR foram realizados conforme protocolos
modificados de Griffiths et al. (1998). A
reacdo de PCR para amplificagdo foi

realizada no termociclador do Modelo MJ

20



Research, PTC-100™, contendo um volume
final de 10 pl, sendo: 8,0 pul do mix de
reacdo, sendo este: tampdo 5X Green
GoTag™ (Promega), 100 uM de cada um
dos dNTPs (Promega), 5 uM de cada um
dos primers P, ¢ Pg e 1,0 U de GoTag®
DNA polimerase (Promega). Os outros 2,0
ul foram de DNA extraido ou pelo método
do fenol-cloroformio e/ou pela técnica
alcalina simples rapida ou, ainda, 0,5 mm de
papel filtro estéril quando a extragdo foi feita

pelo método de PFE.

As amostras amplificadas foram submetidas
a corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida (PAGE) 10%, a 200 V e 25
mA, por cerca de quatro horas. Foi utilizado,
no gel, como padrio de peso molecular o
marcador o pGEM® (Promega), com um
volume de 2 pl. Esta corrida teve como
finalidade a comparagdo dos tamanhos de pb
(pares de base) das espécies estudadas. Para
a visualizagdo dos alelos, usou-se o método

de colorag¢do com Nitrato de Prata.

Apos a coloracdo, os géis foram analisados
com auxilio de transiluminador de luz
branca e fotografados em camera digital

Canon (modelo: EOF 40D).

3.5. Anailise Estatistica

Foi realizada estatistica descritiva para
descricdo das respostas avaliadas. Para o
estudo da relacdo machos e fémeas foi feito
o estudo de dispersio de frequéncia

(Sampaio, 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extracoes de DNA

As penas utilizadas para a extragdo de DNA
podem ser novas ou velhas, contendo ou nao
sangue no bulbo das mesmas. Os resultados
obtidos das trés diferentes extracdes foram
satisfatorios, ndo apresentando alteracdo
apos corrida eletroforética. Porém, de acordo
com criadores, a amostra de sangue pelo
corte da unha das aves ¢ mais pratica e
rapida, além de causar menos stress ao
animal quando se compara a coleta de penas.
A coleta de penas s6 ¢ feita quando os
animais ainda ndo haviam completado um

més de vida.

As trés técnicas de extragcdo foram eficazes,
porém foi observado que ap6s um més da
extragdo de DNA do bulbo de pena, o
mesmo degrada  totalmente, quando
armazenado sob refrigeracdo, a 4 °C.
Enquanto que a extragdo do sangue, pelo
método de Sambrook et al. (1989) ¢ mais
resistente. No periodo de trés a oito meses
apos a extra¢do ndo foi observada diferenca

nos resultados obtidos. Coelho (2001)
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relatou que o DNA nfo degrada em um
periodo de trés a nove meses, porém

armazenado a -20 °C.

Utilizando a técnica de PFE, o DNA ndo
degradou em um periodo minimo de 12
meses, sendo este resultado semelhante ao
descrito no site www.biomerica-inc.com. As
modificagdes realizadas foram a utilizagdo
de um papel filtro estéril (Marca Whatman,
55mm), que ndo continha solugdo que lisa as
membranas citoplasmaticas, desnaturando
proteinas, como ocorre com os cartdes FTA
(FTA micro card). O reagente para extragdo
de DNA foi o SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate). Este método foi escolhido por ser
mais simples e de baixo custo em relagdo
aos demais, n3o deixando a desejar em

nenhum resultado obtido.

O tempo de conservacdo do DNA ¢ de
grande valia ao banco de dados do
laboratorio, uma vez que estes materiais
serdo os controles para a determinagao do

sexo das diferentes espécies de aves. Como

também para a realizagdo de contra-prova

quando assim for necessario.

Hé uma diferenca de tempo de extragdao que
varia de 40 minutos a trés dias para que se
possa realizar a PCR (Tabela 02). Como nao
houve diferenca na amplificacao dos alelos,
a melhor opgdo de amostras de sangue, seria
a técnica do PFE (Marca Whatman, 55mm),
pois ¢ rapida. Apesar de extragdo de penas
ser mais breve em relacdo a técnica de PFE,
os criadores preferem coletar sangue da

unha a penas das aves.

Outro aspecto relevante que se deve levar
em consideragdo, além do tempo de extragdo
do DNA, ¢é a quantidade de reagentes que
sdo gastos, aumentando, assim o custo da
técnica. Gasta-se apenas um reagente para a
extragdo do PFE, dois para a extragdo de
penas e oito para a técnica do
fenol/cloroféormio, sendo que um destes

reagentes ¢ a enzima proteinase K que

possui maior custo (Tabela 02).

Tabela 02: Tempo de extragdo, nimero de regentes gastos e tempo de conservagdo do DNA das trés
técnicas de extracdo de DNA, em ensaio realizado na EV/UFMG, em 2007 e 2008.

Técnica de extracio  Tempo da extracio

N° de reagentes

Tempo conserva¢io DNA

(hora) (més)
P 0,66 02 01
SprE 2 01 12 (minimo)
Ss 48a 72 08" 03 a 08

P: pena/extragdo alcalina simples rapida (Rudbek & Dissing, 1998); Sprg: sangue/extragao modificada de cartdes
FTA (www.bioamerica-inc.com), utilizando papel filtro estéril e SDS; Sg: sangue/extra¢do fenol/cloroférmio
(Sambrook et al., 1989); um dos reagentes ¢ a enzima proteinase K que tem alto custo.
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Tabela 03: Método de sexagem utilizando par de primers alelo-especifico P, /Pg em 15 diferentes espécies de aves e

4.2.
Segundo Griffiths et al. (1996; 1998) o par

Caracterizacao

de primers é bem especifico pois possuem
alta propor¢ao de citosina ¢ guanidina (C e

G), permitindo, assim, a detecgdo precisa

dos alelos sexuais, Tabela 03. Outro item
que a Tabela 03 demonstra ¢ a eficacia dos
trés diferentes métodos de extragao de DNA

de sangue ou de pena.

amostras (sangue e/ou pena), em ensaio realizado na EV/UFMG, em 2007 e 2008.

Ordem Familia Espécie Nome Popular F M Total Extracio
Caprimulgiphorme Trochilidae Calliphlox amethystina  Estrelinha 2 8 10 Spre
Passeriphorme Cardinalidae Passerina brissonii Azulao 5 5 10 S/P
Saltator similis Trinca-ferro- 5 5 10 S/ Sprg
verdadeiro
Emberizidae Oryzoborus maximiliani Bicudo 7 3 10 Spre /P
Sicalis flaveola Canario-da-terra 4 6 10 SerE
Paroaria dominicana Galo da campina 3 1 4 SprE
Zonotrichia capensis Tico-tico 7 3 10 SprE
Frigillidae Carduelis magellanicus ~ Pintassilgo 6 4 10 S¢/ Sere
Leninus canaria Canario-belga 5 5 10 Spre
Icteridae Gnorimopsar chopi Passaro-preto 4 6 10 S¢/Spre/P
Troglodytidae ~ Campylorhynchus Catatau 4 6 10 Spre
turdinus
Turdidae Turdus sp. Sabia 5 5 10 S«/Spre/P
Piciphorme Ramphastidae ~ Ramphastos toco Tucano 8 2 10 S/Spre/P
Psittaciphorme Psittacidae Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro 4 6 10 So/Spre/P
Aratinga sp. Periquito/Maritaca 4 6 10 S«/Spre/P
Total 73 71 144 -—

F/Fémea; M/Macho; Sg: sangue/extracdo com fenol/cloroférmio (Sambrook et al. 1989); Sppg: sangue/extragdo modificada de cartdes

FTA (www.bioamerica-inc.com), utilizando papel filtro estéril e SDS; P: pena/extragdo alcalina rapida (Rudbek & Dissing, 1998).

Diferentemente do que foi concluido por
Griffiths et al. (1998), a temperatura de
anelamento ndo variou entre as espécies,
pois a mesma foi de 49 °C para todas as

estudadas.

Ancides & Del Lama (2002), Griftiths et al.
(1996; 1998) e Miyaki et al. (1998) testaram
dois métodos moleculares de identificagdo

sexual. Um pela extensdo dos introns dos

genes CHD-Z e CHD-W, sendo este o

método utilizado neste trabalho. Um
segundo, onde os produtos de PCR dos
genes sexuais sao discriminados pelo uso de
enzima de restri¢do. Porém, este método nao
foi feito no presente estudo por apresentar a
mesma eficiéncia do primeiro.
Consequentemente, o tempo de analise e o

custo foram reduzidos.
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Ramos et al. (2009), Chang et al. (2008),
Faria et al. (2007), Sacchi et al. (2004), Ito
et al. (2003), Ancides & Del Lama (2002),
Cortés et al. (1999) e Miyaki et al. (1998),
dentre outros autores, obtiveram resultados
semelhantes e eficazes para a determinacao
do sexo em varias espécies de aves,
utilizando a metodologia (modificada) de
Griffiths et al. (1998). Dentre as espécies
sexadas por estes autores estdo: Aguia
(Spilornis cheela hoya, Circus aeruginosus),
Fura-barreira

(Hylocryotus  rectirostris),

Falconiformes  (Falco sp.,  Spizaetus
nipalensis, Aquila chrysaetos, Accipiter
gentilis, dentre outros), Tangarazinho
(llicura militaris), Psitacideos (Amazona sp.,
Aratinga sp.), Tucano (Ramphastos sp.),
Pavao (Pavo sp.), Cisne (Cygnus olor),
Coruja-do-mato (Strix aluco) e Gaivota-da-

asa-escura (Larus fuscus).

Entretanto, ndo foram encontrados relatos
sobre sexagem molecular de algumas aves
descritas neste trabalho, como Estrelinha
(Calliphlox amethystina), Azulao (Passerina

brissonii), Trinca-ferro-verdadeiro (Saltator

similis), Bicudo (Oryzoborus maximiliani),
Canario-da-terra (Sicalis flaveola), Galo-da-
campina (Paroaria dominicana), Tico-tico
(Zonotrichia

capensis), Pintassilgo

(Carduelis  magellanicus), Canario-belga

(Leninus canaria), Péssaro-preto
(Gnorimopsar chopi), Catatau
(Campylorhynchus  turdinus) e  Sabia
(Turdus sp.).

Como ¢ demonstrado na Tabela 04 e nas
Figuras 02 a 06, ha diferenga no tamanho
dos pares de base (pb) entre as espécies. A
Tabela 04 mostra os valores aproximados
dos diferentes tamanhos de pb demonstrando
a relacdo espécie-especifica dos

cromossomos sexuais das aves estudadas.
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Tabela 04: Diferentes tamanhos de pb dos
cromossomos sexuais (Z ¢ W) das espécies, em ensaio
realizado na EV/UFMG, em 2007 e 2008.

Espécie pb-Z* pb-W*
Estrelinha 246 254
Pintassilgo 354 396

Catatau 396 390

Tucano 373 396

Papagaio 396 412
Maritaca 396 412
Azuldo 378 396
Trinca-ferro-verdadeiro 392 412
Bicudo 385 390
Canario-da-terra 362 385
Galo-da-campina 373 385
Tico-tico 373 396
Canario belga 344 390
Péssaro-preto 385 390
Sabia 390 404

* Valores aproximados 246-396  254-412

heterogaméticas, apresentando dois alelos no gel e machos que sdo

apresentando apenas um alelo, Figuras 02 a 06.

-

PM 2 3 i 5 6 7

Figura 02: Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, em ensaio realizado na
EVAUFMG e 2008. PM: padrido de Peso Molecular pGEME. Canaletas: 2/F & 3/M - Estrelinha,
4/F e &/M - Pintassilgo, 6/F e 7/M - Catatau. No detalhe, melhor visualizagdo dos dois alelos
da fémea de Catatau

Figura 03: Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, em ensaio realizado na
EV/UFMG em 2008. PM: padrio de Peso Molecular pGEME Canaletas: 2/F & 3M —
Tucano, 4/F & 5/M - Papagaio, 6/F & 7/M - Maritaca. Mo detalhe, melhor visualizagdo dos
dois alelos da fémea de Papagaio.

A interpretagdo das amostras amplificadas foi feita de acordo com o gendtipo de fémeas que sdo

homogaméticos,
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Figura 04: Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, em ensaio realizado na
EV/UFMG em 2008. PM: padrio de Peso Molecular pGEME. Canaletas: 2/F e 3/M -
Canario-belga, 4/F e 5/ - Passaro-preto, B/F e 7/ - Sabia. Mos detalhes, melhor
visualizagdo dos dois alelos das fémeas de Passaro-preto e Sabia.

PM 2 3 4 5 6 7

Figura 05: Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, em ensaio realizado na
EY/UFMG em 2008. PM: padrdo de Peso Molecular pGEME Canaletas: 2/F e 3/M - Azuldo,
A/F e &M - Bicudo, B/F e 7/M - Trinca-ferro-verdadeiro. Mo detalhe, melhor visualizagdo dos
dois alelos da fémea de Bicudo.

Figura 06: Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, em ensaio
realizado na E/UFMG em 2008, Ph: padrdo de Peso Molecular pGEME
Canaletas: 2/F e 3/M - Canario-da-terra, 4/F e 5/M - Galo-da-campina, B/F e 7/M -
Tico-tico. Mos detalhes, melhor visualizagdo dos dois alelos das fémeas de Galo-da-
carmpina e Tico-tico.
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4.3. Estudo de associacio

Foi feito estudo de dispersdo de frequéncia
utilizando o Teste de Qui-quadrado (y°) para
avaliacdo da propor¢ao de machos e fémeas
no universo amostral (Sampaio, 2007).

Foram testadas 144 aves, sendo esperados

72 individuos de cada sexo, o que ocorreu,
pois foram observados 73 fémeas (50,69%)
e 71 machos (49,31%). Portanto, esta
situagdo propoe desvios meramente casuais,

Tabela 05.

Tabela 05: Tabela de contingéncia de Segregacdo
Genética para os sexos 1:1, em ensaio realizado na

EV/UFMG, em 2007 e 2008.

Sexo fo/fr(%)
M 71 (49,31)
F 73 (50,69)

Total 144 (100)

M - macho; F - fémea; fo e fr: frequéncia absoluta e
relativa, respectivamente. Teste x” (p>0,05)

Estes resultados confirmam o que também
pode estar ocorrendo com a populacdo de
todos os  criatérios  comerciais e
conservacionistas, assim como na natureza

em si.

5. CONCLUSOES

A determinagdo do sexo das aves pelo
método da PCR empregando primers do
gene CHD mostrou-se acurada, segura e de

baixo custo para as 15 espécies analisadas.

Tanto o sangue como a pena sdo amostras
vidveis para a extragdo de DNA, podendo a
pena ser nova ou velha, com o bulbo

vascularizado ou nao.

O DNA extraido da pena degrada em um
periodo de cerca de um més apds a extragdo,
enquanto que o extraido do sangue dura em
média de oito meses, ambos mantidos a 4

°C.

O DNA extraido do sangue colhido em
papel filtro estéril dura em média 12 meses,
sendo, portanto, a maneira mais eficaz para
se determinar molecularmente o sexo das

aves.
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