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VARIABILIDADE GENETICA DE POPOULACOES DE ORYZOBORUS
ANGOLENSIS E ORYZOBORUS MAXIMILIANI CRIADAS EM CATIVEIRO,
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RESUMO: A captura de passaros que apresentam belos timbres e consequentemente um valor comercial
muito grande tem preocupado significativamente pesquisadores e ambientalistas, isto porque a grande
procura por estas aves por apreciadores incentiva o comércio ilegal destes animais e como resultado
obtemos o0 risco de extincdo das espécies que apresentam esta caracteristica. A observacao na
diferenciacdo de timbres no cantar dos passaros das espécies Oryzoborus maximiliani e Oryzoborus
angolensis, fez despertar o interesse por parte de observadores e criadores de péssaros desse porte
utilizados para competicdes. A origem destes criadouros ajuda na preservacao das espécies, pois, impede o
contrabando e comércio ilegal das mesmas e investe em melhoramento genético, visando a obtencédo de
caracteristicas padrao para os criadores. Com base nisso se vé a necessidade do estabelecimento de
técnicas para avaliar a variabilidade genética das populacdes. Dessa forma o objetivo desse trabalho é
avaliar a variabilidade genética das espécies Oryzoborus maximiliani e Oryzoborus angolensis 0 que se
torna importante para os criadores que buscam um melhor conhecimento sobre a variabilidade genética
presente nesse grupo. Amostras de bulbo, sangue e pena foram submetidas ao processo de extracdo de
DNA baseada em fenol/cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989) e tiveram seu DNA amplificado pela técnica
de RAPD realizada com primers inespecificos. A presen¢ca de grande quantidade de fragmentos
monomorficos indicou baixa variabilidade genética intrapopulacional.

PALAVRAS-CHAVE: Oryzoborus maximiliani; Oryzoborus angolensis; RAPD, Variabilidade genética.

1 INTRODUCAO

Segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO), o Brasil possui
cerca de 1801 espécies de aves, que representam 20% das 9.000 espécies existentes no
mundo. E o terceiro pais em diversidade de aves. No entanto, segundo a CBRO é o
primeiro em namero de espécies em extincdo,das 1212 aves ameacadas no mundo, 120
estdo no pais.

Também é considerado como um dos paises com maior porcentagem de espécies
endémicas, 0 que o torna um dos mais importantes em relacdo a investimentos em
preservacdo de aves (ALLGAYER e CZIULIK, 2007).As principais causas do

! Académica do curso de Biomedicina do Centro Universitario de Maringad — Cesumar, Maringd — Parana. Programa de
Bolsas de Inicia¢é@o Cientifica do Cesumar (PROBIC). erika_couto@hotmail.com

2 Académica egressa do curso de Ciéncias Biolégicas do Centro Universitario de Maringa — Cesumar, Maringad —
Parana. Bolsista do Programa de Bolsas de Iniciacao Cientifica do Cesumar — PROBIC. angelsinhal5@hotmail.com

% Orientadora e Docente do curso de Ciéncias Biologicas do Centro Universitario de Maringa — Cesumar, Maringa —
Parana. alessoli@cesumar.br

CESUMAR

cE \t{euL NIVERSITARIODE MARINGA
owseniddade do Conkectienle


mailto:erika_couto@hotmail.com

9 Anais Eletronico

>3 VI MostraInterna de Trabalhos de Iniciagéo Cientifica ISBN 978-85-8084-413-9
23 a 26 de outubro de 2012

desaparecimento de espécies é a destruicdo de seu habitat natural devido principalmente
ao desmatamento (WILSON, 1992), além de constru¢des de barragens, poluicdo quimica
produzida por indastrias e também o préprio desenvolvimento urbano que ocupando de
forma desorganizada o meio ambiente fragmentando inUmeros ecossistemas. (ALMEIDA,
2003).

Segundo Sick(2001), a fauna brasileira é tratada como uma simples mercadoria e
tende acabar. Nado ha fauna no mundo que resista a uma sangria como € 0 comercio
ilegal de aves do Brasil, Le Duc (2006) afirma que o trafico de animais silvestre é o
terceiro maior comercio ilegal do mundo. O instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), estima que anualmente cerca de 12 milhdes de
animais silvestre sejam retirados do seu habitat natural no Brasil (IBAMA, 2010), sendo
em sua maioria aves de diversas espécies.

Dentre elas a Oryzoborus angolensis (Figura 1) descrito por Linnaeus (1766), é
conhecido popularmente como Curié ou Avinhado dependendo da regido(BAIA JUNIOR,
GUIMARAES, 2004), é mais comum em &reas arbustivas, capoeira e borda de mata,
muito cobicado como ave de gaiola por seu belo canto, uma longa sequéncia de assobios
musicais (RIDGELY, 2010). Segundo Olson (1981) o macho desta ave, assim como 0s
outros do mesmo género, no inicio da sua vida tem as penas na coloracdo marrom, apos
completar em média 420 dias, inicia a troca de cor das penas, passando a ser pretas,
existe uma pequena mancha branca em suas asas e no peito carrega uma faixa de cor
vinho. Olson (1981) ainda descreve as fémeas como tendo uma cor mais marrom em seu
dorso, e um tom mais claro no peito, mesmo quando ja estdo com maior tempo de vida

gue é de aproximadamente de seis a dez anos.

Outra espécie também conhecida pelo trafico de animais é o Oryzoborus
maximiliani (Figura 2) descrito por Cabanis (1851), € conhecido popularmente como
Bicudo (BAIA JUNIOR, GUIMARAES, 2004), é encontrada desde a América central até a
Bolivia, Coldmbia e Brasil, estas espécies sdo muito conhecidas do trafico de animais
devido ao seu grande valor comercial (ZAGO, 2009), pois assim como o Curio ele

também é muito prestigiado nos campeonatos de cantos.
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Figura 1: Exemplar de Oryzoborus angolensis

Figura 2: Exemplar de Oryzoborus maximiliani

Segundo Olson (1851) o Bicudo quando canta Toma postura ereta, com 0 peito
empinado e a cauda abaixada, destacando sua valentia e disposicdo para disputas

e
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territoriais. O macho desta espécie também, apds algum tempo de vida, tem suas penas

escurecidas tornando-o preto, com uma mancha na parte externa da asa. (Olson 1851)

A fémea, assim como os filhotes tem uma coloracdo parda com tons de castanho
tendo preferéncia por regides de clima quente, habita local onde exista principalmente o

capim-navalha (Hypolytrumpungens), seu alimento basico na natureza.

Devido as suas caracteristicas o IBAMA tem intensificado o controle e fiscalizacéo
nas que ainda estdo em seu habitat natural, e para um controle mais efetivo uma
metodologia adotada por este 6rgéo fiscalizador é a da identificacdo por anilha de metal
onde sdo especificados os dados biologicos e morfométricos do animal (IBDF, 1981;
IBAMA, 1994).Outras técnicas que estdo sendo implementadas sdo os testes de
paternidade e fingerprint das aves, para que possa ser criado um banco de dados sobre
cada individuo, garantindo assim a procedéncia dos animais tanto para o IBAMA quanto
para os criadores legais.

O Curié e o Bicudo sédo aves silvestres encontradas em quase todo o territério
nacional, e nos ultimos tempos estdo se tornando comum nos criadouros comerciais e
incomum nas éareas florestadas, pois sdo espécies ameacadas de extincdo em
decorréncia da caga gananciosa, predatéria e a destruicdo de seus ambientes naturais.

Como consequéncia direta desses fatos, muitas espécies de aves caminham para
a extincdo (ALMEIDA, 2003). Esta pratica de procriacdo em criadouros é uma atividade
nova, porém, muito importante para o Brasil, pois permite produzir aves nativas para
fornecimento a outro criador, sem que ela seja capturada na natureza, impedindo a
captura clandestina e 0s maus tratos dos animais, além de formalizar uma
comercializacdo legal, inclusive para exportacdo, garantindo desta forma a perpetuacao
da espécie. Acredita-se que o comércio ilegal devera reduzir progressivamente a medida
gue exista a possibilidade de aquisicdo de animais de maneira licita e confiavel, com
documentacdo correta, saude, origem controlada e nascimento em cativeiro. A
regulamentacdo de criadouros conservacionistas pelo IBAMA trouxe uma nova visao do
conceito de reproducdo e manutencdo de aves silvestres em cativeiro (ALLGAYER e
CZIULIK, 2007).

A observacgdo na diferenciacéo de timbres no cantar dos passaros Curio e Bicudo,
fez despertar o interesse por parte de observadores e criadores de passaros desse porte.

Com isso cada vez mais, ha criadores interessados em fazer o melhoramento genético de
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seus passaros para que assim eles obtenham somente passaros campefes em torneio de
canto. A variabilidade genética total das espécies é representada pela contribuicdo das
variabilidades inter e intra-raciais. Verifica-se, portanto, a importancia de se medir a
variabilidade genética dos animais, visto que a conservacao dos recursos genéticos esta
efetivamente relacionada a manutencdo das variabilidades inter-racial (evita a extingao
das racas) e intra-racial (evita a erosao genética) e se torna também importante para os
criadores que buscam um melhor conhecimento sobre a variabilidade genética presente

nas especies.

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) baseia-se na
amplificacéo in vitro (por PCR; Reacdo em Cadeia da Polimerase) de fragmentos de DNA
de tamanhos variados, e tem a vantagem de permitir a deteccdo de polimorfismos
genéticos nas espécies em estudo sem necessidade do conhecimento prévio de
sequéncias do genoma (WILLIMS et al. 1990, FRITSCH e RIESEBERG 1996, FERREIRA
e GRATTAPAGLIA 1998 apud Viala et al. 2006, p. 29).

A técnica de RAPD baseia-se na repeticdo ciclica da extensdo enzimatica de
iniciadores (pequenas sequéncias complementares de DNA) que se anelam nos dois
extremos opostos de uma fita de DNA que serve como molde. Nesta, utiliza-se apenas
um unico primer ao invés de um par, como na PCR e esse primer tem sua seqUéncia
arbitraria, e, portanto sua sequéncia alvo é desconhecida (ARAUJO et al. 2003).Dessa
forma, estudos de variabilidade genética podem ser realizados nas espécies mencionadas

acima, com a utilizacédo dessa técnica.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Coleta das amostras

As amostras de sangue, pena e cartucho de Oryzoborus angolensis e Oryzoborus
maximiliani foram cedidas pelo laboratorio Sdo Camilo — Setor de Biologia Molecular e

Biotecnologia do municipio de Maringa-PR e sao provenientes de criadouros particulares.
2.1.2 Extracdo de DNA

A metodologia utilizada para a extracdo de DNA total foi baseada em
fenol/cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989). Amostras de tecido muscular retiradas de
cada individuo foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampéo PS
(Tris-HCIO,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e Sacarose 5%), tampéo TH (Tris-HCI10 mM,
NaCl60 mM, EDTA 10 mM, Sacarose 5%, Espermina0,15 mM e Espermidina0,15 mM) pH
8,0 e proteinase K (20 pg/uL) por 90 minutos em banho-maria a 37 °C. Posteriormente, o
DNA foi purificado por extragdo com fenol/cloroférmio (1:1) e cloroférmio,
respectivamente, e precipitado com solucao salina (NaCl5 M) e etanol absoluto gelado. O
pellet foi ressuspendido em tampéo TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM) com RNAse. Foi feita
guantificacdo através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, por meio de comparacao

com DNA de fago A de concentracdo conhecida.
2.1.3 Amplificagcdo do DNA

Cada um dos individuos teve seu DNA submetido a amplificagdo em um
termociclador, que foi realizada via RAPD, com uso de primers inespecificos. Além destes
também foram utilizados tampéao Tris-KCI (Tris-HCI20mM pH 8,4 e KCI 50mM), MgCl,
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2mM, dNTPO0,19 mM, 1 Ulreacdo de Tag-polimerase e agua suficiente para completar 13
ul. Apos amplificados foram utilizados para separacdo gel de agarose 1,4 %, corado com
brometo de etidio. A visualizacao foi feita em um transluminador sob luz UV. A analise foi

realizada pelo registro dos comprimentos, em pb, das bandas produzidas.
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de RAPD é conhecida por ser eficaz no estudo de variabilidade genética
de espécies. Segundo CASTIGLIONI (2003) a técnica de RAPD é composta de primers
mais curtos e de sequéncia arbitraria para dirigir a reagdo de amplificacdo, eliminando
assim a necessidade do conhecimento prévio da seqiéncia a ser amplificado, o que
facilita o estudo do DNA. No presente estudo os primers utilizados foram eficientes na
amplificagcdo de fragmentos de DNA que pudessem ser utilizados para estudos de
variabilidade genética intrapopulacional.

A técnica de RAPD também tem sido bastante utilizada em estudos populacionais
devido a apresentar diversas vantagens como simplicidade e a rapidez da técnica,
pequena quantidade de DNA requerida e o grande poder de resolucdo (OLIVEIRA, 2006).
Nas 2 espécies estudadas evidenciou-se a presenca de muitos l6cus monomaorficos, que
ndo variaram entre os individuos, sendo que em varios casos esses individuos eram
homozigotos. Na Figura 3 podemos observar a presenca de l6cus monomorficos para os

espécimes da espécie Oryzoborus angolensis.

Figura 3: Fragmentos de DNA de Oryzoborus angolensis amplificados através da técnica de
RAPD. As setas brancas indicam a presenca de fragmentos monomoérficos
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Dos 7 primers testados, apenas quatro foram Uteis para os estudos moleculares,
gerando bandas nitidas e reproduziveis. Um total de vinte e dois l6cus foram obtidos,
com tamanhos de 220 pb a 1700 pb. A espécie Oryzoborus angolensis apresentou
fragmentos variando de 220 pb a 1700 pb, e a espécie Oryzoborus maximiliani
apresentou fragmentos de 320 pb a 1450 pb.

Freitas et al. (2011) também realizaram estudos de variacdo genética com as duas
espécies estudadas, através da técnica ISSR e SSR e encontraram 80% de locus
monomarficos, evidenciando baixa variabilidade genética populacional. No presente

estudo 85% do l6cus obtidos foram monomorficos.

Populacdes oriundas de criadouros, como € o caso das populacdes estudadas,
podem apresentar baixos valores de variabilidade genética, devido a diversos fatores.
Geralmente as populacdes formadas séo oriundas de poucos exemplares, o que favorece
o efeito conhecido como efeito do fundador. O baixo nimero de individuos na populacéo
também pode favorecer a endogamia, ou seja, 0 acasalamento entre individuos
aparentados o que tem como consequéncia 0 aumento do nimero de homozigotos e

diminuicdo da variacéao.
3 CONSIDERACOES FINAIS

Com a utilizacdo da técnica de RAPD para a amplificacdo do DNA das espécies
Oryzoborus angolensis e Oryzoborus maximiliani, foram obtidos fragmentos de DNA que
podem ser utilizados para estimativa de variabilidade genética das espécies. A técnica
utilizada evidenciou baixa diversidade genética intrapopulacional, pela grande quantidade

de locos monomoérficos encontrados.
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