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RESUMO: O Brasil, considerado um pais de megadiversidade, ocupa o terceiro lugar em ndmero de aves
com 1.677 espécies, isto significa 55,3% do total de aves da América do Sul. As espécies de passaros,
curio, Oryzoborus angolensis (Linnaeus, 1766) e bicudo, Oryzoborus maximiliani (Cabanis, 1851), sdo as
espécies mais ameagadas de extingdo por serem aves candrias por isso um grande interesse comercial. As
técnicas que estdo sendo implementadas sédo 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. Isto também permite um maior controle dos animais de
cativeiro, tanto no momento em que o criador ird comprar ou vender animais. Esses testes de paternidade e
fingerprint genéticos sdo baseados em marcadores de microssatélites. No entanto, para a amplificagdo
desses loci de microssatélites o material genético dos individuos deve ser de boa qualidade e o DNA nao
pode estar degradado. Diferentes protocolos de extracdo de DNA tém sido utilizados em espécies de aves e
a identificacdo de um protocolo de extracdo de DNA ideal que possibilite um DNA de qualidade para
realizacao de testes moleculares é fundamental. Neste trabalho foram utilizados dois protocolos de extracdo
de DNA que se mostraram eficazes em relacao & quantidade e qualidade do material genético obtido.
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1 INTRODUGAO

A perda da diversidade bioldgica reduz a capacidade de suportarem os impactos
antrépicos ou naturais, e de realizarem com eficiéncia a ciclagem de energia e nutrientes,
intensificando assim a destruicido desses ecossistemas. Além de que muitas espécies de
interesse biomédico e econdmico sdo extintas (BAIA JUNIOR et al., 2004).

Mesmo protegidas por lei, calcula-se que anualmente 12 milhdes de espécies
sejam retiradas de nossas florestas, suprindo tanto trafico interno e o trafico externo que é
mais lucrativo. O trafico de animais silvestres constitui o 3° maior comercio ilicito do
mundo, sendo superado pelo trafico de narcéticos e armas. Estima-se que o capital
movimentado pelo trafico de animais silvestres seja em torno de US$ 10 a 20 bilhdes por
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anos, sendo que a participacdo do Brasil seria de aproximadamente 5% a 15% do total
(ROCHA, 1995, citado por BORGES et al., 2006).

A Lei de Crimes Ambientais estabelece que as atividades de fiscalizagao sejam de
responsabilidade municipal, estadual e federal, tendo como o principal dever proteger a
fauna silvestre brasileira. O grande problema para os Orgdos responsaveis por
fiscalizacdo de animais contrabandeados € a identificacdo da taxonomia e a dificuldade
no processo de reintroducao dos animais (BORGES et al., 2006).

As espécies de passaros curid, Oryzoborus angolensis (Linnaeus, 1766) e bicudo,
Oryzoborus maximiliani (Cabanis, 1851), sdo espécies ameagadas de extingdo por serem
aves de grande valor comercial. Muito provavelmente o bicudo € o passaro que possui
maior numero de notas em um mesmo canto e com a maior diversidade de cantos
catalogados. Cada bicudo impde sua propria personalidade, no andamento, na voz e
melodia e sempre acrescenta ou diminui notas em sua melodia. Dificilmente existira dois
bicudos com o0 mesmo canto, por mais semelhantes que sejam, mesmo executando as
mesmas notas, cada um ira impor suas caracteristicas ao executar o canto. (FEBRAPS,
2007, citado por PEDERIVA, 2008). O bicudo toma postura ereta ao cantar, com o peito
empinado e a cauda abaixada, destacando sua valentia e disposi¢cao para disputas
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).

O curid, que na lingua tupi guarani significa “amigo do homem”, pela caracteristica
de aproximar-se das aldeias e afeicoando-se a presenga dos humanos, foi classificado de
forma equivocada por Linnaeus em 1766, recebendo o nome cientifico Oryzoborus
angolensis. Oryzoborus e alusao ao fato de se alimentar de sementes de arroz, e
angolensis por ter atribuido sua origem a Africa. O curié macho, assim como os outros do
mesmo género, no inicio da sua vida tem as penas na coloragcdo marrom, apos completar
em meédia 420 dias, inicia a troca de cor das penas, passando a ser pretas, existe uma
pequena mancha branca em suas asas, no peito carrega uma faixa de cor vinho, as
fémeas como tendo uma cor mais marrom em seu dorso, € um tom mais claro no peito,
mesmo quando ja estdo com maior tempo de vida. Quando estdo em seu habitat natural,
se alimentam basicamente de insetos e de varios tipos de sementes, seu tempo de vida
varia de seis a dez anos, ja em cativeiro ha relatos de aves que viveram cerca de trinta
anos (OLSON, 1851).

Devido as caracteristicas das espécies citadas, o IBAMA tem intensificado o
controle e fiscalizagdo nas que ainda estdo em seu habitat natural. Uma das formas mais
comumente adotadas é a captura destes animais, sua identificacdo com uma anilha de
metal, onde é especificado os dados biolégicos 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. Isto também permite um maior controle dos animais de cativeiro,
tanto no momento em que o criador ira comprar ou vender animais.

Esses testes de paternidade e fingerprint genéticos séo baseados em marcadores
microssatélites. Os microssatélites sdo pequenas seqléncias repetidas do genoma,
compostas de um a seis nucleotideos. Os locos de microssatélites apresentam uma
elevada taxa de mutagdo, o que os tornam potencialmente polimérficos. Tem grande
utilidade nas areas de genética da conservacido e genética de populacdes, também na
investigacao forense, nos diagnésticos de doencgas, estudos ecoldgicos e na analise de
parentesco (CORREA, 2009).

Marcadores de microssatélites tém sido um dos mais aplicados nos estudos
genéticos com possibilidade de uso em diversos campos da genética, incluindo genética
da conservagao, genética de populagbes e genética forense. Microssatélites fornecem
informacgdes importantes na identificacdo de unidades de conservagao e para investigar
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0S processos genéticos que ocorrem em populagdes, como padrdes de fluxo génico e
incidéncia da deriva genética (HEYWOOD et al., 2003. Citado por CORREA, 2009).

No entanto, para a amplificacao desses loci de microssatélites o material genético
dos individuos deve ser de boa qualidade e o DNA nao pode estar degradado. Diferentes
protocolos de extracdo de DNA tém sido utilizados em espécies de aves e a identificagao
de um protocolo de extracdo de DNA ideal que possibilite um DNA de qualidade para
realizacao de testes moleculares é fundamental.

Este trabalho objetivou padronizar um protocolo de extracdo de DNA das espécies
de aves Oryzoborus angolensis e Oryzoborus maximiliani, que permitisse obter um DNA
de boa qualidade para amplificacdo de microssatélites. Foram testados dois protocolos
diferentes de extracdo de DNA e identificado os resultados em relagdo a quantidade e
qualidade de material obtido.

2 MATERIAL E METODOS
Processamento das amostras:

Foram utilizadas amostras de sangue, cartucho e bulbo de penas das espécies de
aves Oryzoborus angolensis e Oryzoborus maximiliani. As amostras foram mantidas
congeladas até o processamento.

Protocolos de extracao de DNA:

Para a extracdo de DNA das amostras foram testados dois protocolos diferentes e
foram analisados os seguintes fatores: quantidade de material genético extraido no final
do processo e qualidade do DNA (degradado ou nao degradado).

O primeiro protocolo a ser testado foi baseado em Fenol/Cloroférmio descrito por
Sambrook et al. (1989). Amostras de sangue ou bulbo da pena foram cortadas e
homogeneizadas em tampéao PS (Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e Sacarose 5%),
tampéao TH (Tris-HCI 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM, Sacarose 5%, Espermina 0,15
mM e Espermidina 0,15 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 solug¢ao salina (NaCl 5 M) e etanol
absoluto gelado. O pellet foi ressuspendido em tampé&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com
RNAse.

O segundo protocolo a ser testado foi baseado em extragdo alcalina descrita por
Rudbeck et al.(1998), que é variavel dependendo do tipo de amostra a ser extraido o
DNA. Amostras de sangue foram misturadas com NaOH (0,05 M) ficando 10 minutos em
banho-seco a 74°C. Depois para a neutralizagao foi adicionado TrisHCI pH 8,0 e
posteriormente para a precipitagdo foi adicionado NaCl (0,2 M) e etanol absoluto. As
amostras foram congeladas instantaneamente com nitrogénio liquido e centrifugadas a 4°
C por 20 minutos. Para ressuspender a amostra sera utilizado tampao TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM) com pH 8,0.

Os bulbos de penas, foram triturados e homogeneizados com NaCl (0,2 M) e
levados a banho-seco por 20 minutos a 74°C, depois para neutralizacdo sera adicionado
TrisHCI com pH 8,0 e posteriormente para a precipitagao foi adicionado NaCl (0,2 M) e
etanol absoluto. As amostras foram congeladas instantaneamente com nitrogénio liquido
e centrifugadas a 4°C por 20 minutos, e para depois ressuspender a amostra foi utilizado
tampéao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com pH 8,0.

Apbs a extragdo as amostras foram quantificadas em gel de agarose 1% em
comparacao com DNA padrao de concentragdo conhecida e amplificadas pela técnica de
PCR, para verificagao da qualidade do material.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sucesso de um exame usando DNA depende basicamente da quantidade e da
qualidade de DNA extraido de diversas fontes. Em exames de paternidade o DNA é
extraido em condi¢cdes ideais, sem contaminagcdo e o material tem que ser integro, entdo
nesses casos a extracdo de DNA para analise talvez seja a etapa mais importante de todo
o processo (DOLINSKY, 2007).

Este trabalho utilizou 49 amostras de DNA de aves, sendo que 21 amostras foram
de Oryzoborus angolensis, 4 de sangue e 17 de bulbo de pena e 28 amostras foram de
Oryzoborus maximiliani, sendo 5 amostras de sangue e 23 amostras de bulbo de pena.
Todas as amostras de DNA extraidas ndo foram visualizadas nos géis de agarose
utilizados, provavelmente pela baixa concentragédo de DNA obtido (Figura 1). No entanto,
todas as amostras foram amplificadas utilizando a técnica de PCR, gerando marcadores
estaveis, que apresentaram reprodutibilidade (Figura 2). Dessa forma evidenciou-se a
presenca de material genético nas amostras, provavelmente em uma concentragdo de 5 a
10ng.

Tanto amostras de bulbo de pena quanto de sangue foram uteis como fonte de
DNA, evidenciando a eficiéncia dos protocolos testados.

Figura 1. Quantificacdo de DNA, obtido por extracéo alcalina, em gel de agarose 1%. (1,2 e 3) DNA padréao
de concentragéo conhecida. (4, 5, 6, 7, 8 e 9) Oryzoborus angolensis, (10, 11, 12 e 13) Oryzoborus
maximiliani.

Figura 2. Fragmentos de DNA amplificados a partir de amostras de DNA obtidas por extragao
alcalina. (1) Marcador de peso molecular Ladder 100pb. (2 e 7) Controle negativo da reagéo. (3, 4, 5 € 6)
Oryzoborus angolensis, (8, 9, 10 e 11) Oryzoborus maximiliani.
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4 CONCLUSAO

Ambos os protocolos de extracdo de DNA das aves Oryzoborus angolensis e
Oryzoborus maximiliani apresentaram resultados satisfatérios em relagao a qualidade do
material genético obtido, que pode ser utilizado com éxito nas reagdes de amplificacao.
No entanto a quantidade de material genético obtido foi pequena, mas suficiente para as
analises genéticas.
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