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INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma das maiores diversidades de aves do mundo, com 1901
espécies, das quais 270 espécies endémicas do Brasil segundo o Comité Brasileiro de
Registros Ornitolégicos (CBRO, 2014). A avifauna, pela sua diversidade e ocupacao de
papéis ecoldgicos, muitos dos quais, chave nas comunidades, representa um dos elementos de
maior eficacia para indicar as condi¢fes ambientais, auxiliando na identificacdo de processos
de degradacéo e na criagdo e implantacdo de medidas conservacionistas (Gonzaga 1986).

No intuito de preservar um remanescente importante da Mata Atlantica do sul da
Bahia, foi criada em 1998, em uma &rea de 85.686 ha, a Area de Protecio Ambiental do
Pratigi (APA do Pratigi), que abrange cinco municipios (Ibirapitanga, Igrapiuna, ltubera, Nilo
Pecanha e Pirai do Norte). As investigacdes sobre a avifauna da Mata Atlantica do baixo sul
da Bahia, ainda sdo incipientes e concentradas, sobretudo, na costa do cacau (Cordeiro 2000,
Cordeiro 2003, Laps et al 2003, Silveira 2005). Esta situacdo é totalmente insatisfatoria diante
de uma regido com rica biodiversidade de fauna e flora e que vem sofrendo, historicamente,
grandes agressoes e transformacdes.

Colecoes ornitologicas sempre foram centros de producado e difusdo do conhecimento
basico sobre a diversidade e distribuicdo de aves no Brasil congregando dados acerca da
avifauna de uma regido, sua biogeografia e ecologia e estudos de anatomia, taxonomia e
sistematica molecular, importantes para subsidiar politicas conservacionistas de ambientes e
espécies, além da descricdo de novos taxons (Vuilleumier 1998; Aleixo & Straube 2007). A
Divisdo de Aves do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(DAMZFS), lotada no Laboratério de Ornitologia/UEFS, foi criada em 2005 (Deliberagdo
CGEN no 121 de 05/08/2005; DOU 01/09/2005) e além de conter espécimes taxidermizadas,
também conta com as cole¢des de tecidos (amostra de material genético) e de carcagas e
visceras dos espécimes tombados, conservadas em alcool 70%, cujo objetivo é fornecer
material para investigaces genéticas, propiciando importante instrumento para o apoio de
pesquisa geneética da avifauna do nordeste, visando o entendimento de questfes evolutivas e
biogeograficas das aves, assim como sua conservagao.

Algumas espécies de aves ndo apresentam dimorfismo sexual, dificultando a disting&o
entre machos e fémeas, apenas pela morfologia externa. Atualmente, uma das maneiras mais
seguras e efetivas de realizar a identificagdo de machos e fémeas em diversas espécies de aves
¢ por meio da denominada “sexagem molecular”, em que se analisa uma determinada porc¢ao
do genoma que apresenta diferencas entre os sexos. Como as aves apresentam um sistema de
determinacdo sexual do tipo ZZ (machos) / ZW (fémeas), um marcador ideal para
identificacdo de sexo nestes animais pode ser considerado um DNA (nico a0 cromossomo
sexual W, presente unicamente nas fémeas (Miyaki et al. 1998 apud Gongalves 2013).

Dados genéticos tém sido cada vez mais utilizados na Ornitologia para complementar
dados morfoldgicos, ecoldgicos, biogeograficos, entre outros (Myiaki 2010). A necessidade
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de se estudar a rica biodiversidade da Mata Atlantica com a finalidade de conhecé-la e
principalmente preserva-la sdo, sobretudo devido ao alto indice de endemismo que este
ambiente apresenta. Nesse sentido, a sexagem molecular em aves se faz necessaria em
espécies que ndo possuem dimorfismo sexual, tornando-se valiosa ferramenta para estudos de
conservacao e de populacdes.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

Exemplares amostrados

O material biologico usado no trabalho, foram amostras de tecidos de espécimes que
foram coletadas na APA do Pratigi, baixo sul da Bahia e encontram-se armazenadas na
DAMZFS .

Extracdo e amplificacdo do DNA

Em laboratdrio fizemos a extracdo do DNA total, as amostras que estiveram armazenadas
a -20°C, usamos para tal o protocolo segundo Higuchi (1989) com algumas altera¢des. Para
amplificacdo das regibes do DNA mitocondrial, foram selecionados os primers P2 e P8
especificos para aves.

As reacOes de PCR foram realizadas em volume total de 25ul contendo 3pl de tampéo
Taqg 10x com (NH4)2S04; 1pl de dNTP mix 2,5mM; 1ul MgCI2 25mM; 1ul de cada primer
20mM; 0,3ul (1U) Taqg DNA polimerase (LGC Biotecnologia); 16,7ul de agua ultra-pura e
1ul de DNA total. A amplificagdo foi conduzida em termociclador (Biocycler® — MJ96G)
usando o seguinte programa: um ciclo de desnaturacdo a 94 °C com duragdo de 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de: desnaturagdo a 94°C por 1min, anelamento por 1min e 20 segundos a
42°C e elongacao por 1 min a 72°C e um ciclo de extensdo final a 72°C por 20 min.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com GelRed™ (Biotinum, Inc., EUA). Sendo utilizado na corrida de eletroforese um
marcador de peso molecular de 100 pares de base (pb) Ladder (GE Healthcare®). Os
fragmentos foram visualizados em transluminador e fotografados.

Para identificacdo do sexo das aves, reaces de amplificagdo (PCR - Polymerase Chain
Reaction) foram realizadas conforme protocolo descrito por Miyaki et. al. (1998), utilizando
0s primers P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3) e P8 (5’-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’), originalmente descritos por Griffths et al. (1998).
Estes primers foram desenhados para amplificar uma regido do gene CHD-W, ligado ao
cromossomo sexual W, e o gene CHD-Z, presente no cromossomo sexual Z. Desta forma, séo
amplificados dois fragmentos de DNA de diferentes tamanhos nas fémeas e apenas um
fragmento em machos (Miyaki et. al. 1998).

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussdo dos resultados)

As ferramentas moleculares permitiram a separacdo entre machos e fémeas de 13
especies de aves da familia Tyrannidae. Foram analisadas amostras de tecido de 19
exemplares, provenientes da Area de Protecdo Ambiental do Pratigi. As 13 espécies de
tiranideos foram: Rhytipterna simplex, Muscipipra vetula, Myiarchus tuberculifer,
Lathrotriccus euleri, Attila rufus, Megarynchus pitangua, Myiozetetes similis, Elaenia
spectabilis, Elaenia sp.1, Elaenia mesoleuca, Elaenia sp.2, Phaeomyas murina, Stigmatura
budytoides. Foram analisados 5 espécimes de Rhytipterna simplex e 2 espécimes de Elaenia
mesoleuca, as demais cada uma tiveram 1 espécime analisado. A identificacdo de machos e
fémeas em diversas espécies de aves pode ser realizada através da “sexagem molecular”, onde
se analisa uma determinada porcdo do genoma que apresenta diferencas entre os sexos. Como
as aves apresentam um sistema de determinacgéo sexual do tipo ZZ (machos) / ZW (fémeas),



um segmento de DNA Unico ao cromossomo sexual W presente unicamente nas fémeas pode
ser considerado um marcador ideal para identificagdo do sexo nestes animais (MIYAKI et al.,
1998). Um destes marcadores identificados em aves refere-se ao gene CHD (cromo-
helicaseDNA-ligante) - o gene CHD-Z ¢ encontrado no cromossomo Z, ocorrendo, portanto
em ambos 0s sexos, enquanto o gene CHD-W localiza-se no cromossomo W, presente
somente nas fémeas (GRIFFITHS et al., 1998). O conjunto de oligonucleotideos mais
comumente utilizado para identificacdo do sexo em aves refere-se aos primers denominados
P2 e P8 (GRIFFITHS et al., 1998) que se anelam a regides conservadas de éxons dos genes
CHD-Z e CHD-W e amplificam uma regido de intron que difere em tamanho entre os dois
genes, resultando na identificagdo de um dnico fragmento de DNA em machos (gen6tipo
homozigoto) e de dois fragmentos distintos em fémeas (gendtipo heterozigoto) (GRIFFITHS
etal., 1998 apud GONCALVES, 2013).

Diante disto, no presente trabalho, a identificacdo do sexo das aves foi feita através da
amplificacdo dos genes CHD-Z e CHD-W utilizando os primers P2 e P8 em PCR. Da
amplificacdo dos genes foi possivel visualizar um ou dois fragmentos de DNA em gel de
agarose 2%, em que dois fragmentos evidenciam fémeas e um Unico fragmento evidencia
machos (Figural). Portanto, os resultados obtidos confirmam o proposto por GRIFFITHS et
al.(1996, 1998), que o conjunto de primers P2 e P8 é o mais adequado para amplificacdo de
segmentos de DNA de diferentes tamanhos associados aos genes CHD-Z e CHD-W,
permitindo, assim, a execucgdo da sexagem molecular com exatiddo em diversas espécies de
aves. Outros trabalhos, que também utilizaram a metodologia proposta por GRIFFITHS et al.
(1998) para determinar o sexo de diferentes aves, apresentaram resultado eficaz.

Existem varias técnicas para a identificagdo do sexo em aves, porém a analise de DNA
confere um alto grau de confiabilidade ao resultado. Nem sempre conseguimos identificar o
género de uma ave apenas pelas caracteristicas morfoldgicas e /ou comportamentais
observadas, as vezes até mesmo a identificacdo do sexo, em espécies com dimorfismo sexual,
pode ser dificultada, pois algumas caracteristicas sdo muitos sutis ou s6 se expressam no
periodo de maturidade sexual. Assim sendo, dados sobre sexagem em aves se fazem
fundamentais em estudos sobre manejo e conservagdo de espécies, além de ser importante
também em estudos sobre estrutura populacional, comportamento e ecologia animal.

Os resultados alcancados no presente trabalho demonstram que foi possivel implantar,
junto ao  Laboratério de Ornitologia e ao Laboratério de Entomologia molecular
(Departamento de Ciéncias Biologicas - UEFS), a metodologia de sexagem molecular de
aves. Apesar das analises terem sido restritas a algumas espécies, pode se conceber que 0s
resultados positivos sirvam de base para a implantagdo futura de um servi¢o regular de
sexagem molecular de aves.
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Figural. Sexagem molecular de tiranideos com os genes CDH (Primers P2 e P8). 1 - Elaenia
spectabilis; 2 - Elaenia sp.1; 3 - Elaenia mesoleuca; 4 - Elaenia mesoleuca; 5 - Elaenia sp.2;
6 - Phaeomyias murina; 7 - Stigmatura budytoides; 8 - Rhytipterna simplex; 9 - Muscipipra



vetula; 10 - Myiarchus tuberculifer; 11 - Rhytipterna simplex; 12 - Lathrotriccus euleri; 13 -
Attila rufus; 14 - Rhytipterna simplex; 15 - Rhytipterna simplex ; 16 - Megarynchus
pitangua; 17 - Myiozetetes similis; 18 - Rhytipterna simplex; 19 - Rhytipterna simplex.
M=Ladder 100pb. & machos; ¢ fémeas.
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