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RESUMO

Entre os animais silvestres envolvidos em trafico e comércio ilegal no Brasil, as aves
compreendem um dos grupos mais atingidos, especialmente devido a caracteristicas como
canto e colorido das penas. Atualmente, analises genéticas representam uma das formas mais
eficazes de gerar dados para solucionar e minimizar os resultados de crimes ambientais e
comércio ilegal de animais silvestres. Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar
analises genéticas de sexagem em diversas aves, incluindo espécies comumente associadas
ao trafico de animais e apreendidas pela Policia Ambiental e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), e gerar um material de divulgagao
cientifica sobre trafico e conservacao deste grupo de vertebrados. Amostras de DNA foram
obtidas de penas e sangue de 124 exemplares de 53 espécies das familias Accipitridae,
Cacatuidae, Cardinalidae, Cariamidae, Columbidae, Cuculidae, Emberezidae, Falconidae,
Icteridae, Musophagidae, Psittacidae, Ramphastidae, Sturnidae, Thraupidae, Tinamidae,
Trochilidae e Turdidae, mantidas junto a um Centro de Recepc¢ao, Triagem e Reabilitacdo de
Animais Silvestres - CETAS (ONG Instituto Floravida, Botucatu, SP), a um Centro de Medicina
e Pesquisa em Animais Silvestres - CEMPAS (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Botucatu, SP) e a dois criadouros cientificos de fauna silvestre para fins de
conservagao (Criadouro C.A., Itatiba, SP e Criadouro Pogos de Caldas, Pogos de Caldas, MG).
Perfis genéticos sexo-especificos foram gerados por meio da amplificacdo de segmentos de
DNA dos cromossomos Z e W. Um conjunto de primers que se anelam a regides de éxons dos
genes CHD-Z e CHD-W (chromo helicase-DNA binding) e que amplificam uma regiao de intron
que difere em tamanho entre os dois genes foi utilizado em PCR (Polymerase Chain Reaction)
e os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2%. Dois fragmentos de
DNA de tamanhos distintos foram evidenciados para fémeas e um unico fragmento foi
evidenciado para machos. Adicionalmente, foram identificados polimorfismos de tamanho dos
genes CHD comparando-se espécies distintas. Fragmentos de DNA associados ao gene CHD-
Z de Bolborhynchus lineola (Psittacidae), Columba livia (Columbidae) e Falco femoralis
(Falconidae) foram caracterizados e comparados com sequéncias depositadas em bancos de
dados, o que permitiu evidenciar que maiores niveis de similaridade nucleotidica podem ser
correlacionados a relagdes filogenéticas. Diversas das espécies analisadas foram comumente
associadas ao trafico ilegal de aves - 31 espécies encontram-se listadas pelo Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES) e destas, 3

espécies (Brotogeris tirica - periquito rico, Paroaria gularis - cardeal da Amazénia e Amazona



rhodocorytha - chaua) sdo endémicas do Brasil. Adicionalmente, 11 espécies encontram-se
listadas nas categorias "vulneravel", "quase ameagada", "em perigo" ou "criticamente em
perigo" pela Unido Internacional para Conservacao da Natureza (International Union for
Conservation of Nature - IUCN). Os dados gerados permitiram identificar corretamente machos
e fémeas e subsidiar planos de formacao de casais e vém sendo utilizados em programas
conservacionistas de recuperagcdo, manutencao e reprodugao de aves em cativeiro e posterior
soltura ou reintroducdo destes animais. Além disso, este trabalho permitiu a interagdo entre
pesquisa e extensdo universitaria, por meio de prestacdo de servicos associada a laudos de
sexagem molecular e por meio de divulgagcido cientifica associada a conscientizacdo da

populagao sobre trafico de aves e conservacao genética.

Palavras chave: Aves, Sexagem, Genética da Conservacgao, Trafico.



ABSTRACT

Birds represent a large part of the animals associated to illegal trade and commerce in Brazil,
mainly due to some characteristics as song and feathers colors. Nowadays, genetic analyses
comprehend one of the most efficient approaches to generate data in order to solve and
minimize the results of environmental crimes and illegal trade of wild animals. Therefore, this
work intent to perform sex identification genetic analyses in several birds, including species that
are commonly associated to illegal animal trade and apprehended by the Environmental Policy
and by IBAMA (Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources), and
generate a scientific broadcasting material about illegal trade and conservation of this vertebrate
group. DNA samples were obtained from feathers and blood of 124 individuals that belong to 53
species of the families Accipitridae, Cacatuidae, Cardinalidae, Cariamidae, Columbidae,
Cuculidae, Emberezidae, Falconidae, Icteridae, Musophagidae, Psittacidae, Ramphastidae,
Sturnidae, Thraupidae, Tinamidae, Trochilidae, and Turdidae, maintained by a Wildlife
Reception, Screening and Rehabilitation Center (Floravida Institute NGO), a Wildlife Animal
Health and Research Center (Faculty of Veterinary Medicine and Zootechny, Sdo Paulo State
University Botucatu, SP) and to two scientific breeding grounds of wild fauna based on
conservation purposes (Criadouro C.A., ltatiba, SP and Criadouro Pogos de Caldas, Pogos de
Caldas, MG). Sex-specific genetic profiles were generated by the amplification of DNA
segments of the Z and W chromosomes. A primer set that anneal to exon regions of the CHD-Z
and CHD-W (chromo helicase-DNA binding) genes and that amplify an intron region that differ
in size between the two genes was used in PCR (Polymerase Chain Reaction) and the
amplification products were visualized in 2% agarose gel. Two different size DNA fragments
were evidenced for females and a single fragment was evidenced for males. Additionally, size
polymorphisms in the CHD genes were identified among different species. DNA fragments
associated to the CHD-Z gene of Bolborhynchus lineola (Psittacidae), Columba livia
(Columbidae), and Falco femoralis (Falconidae) were characterized and compared to database
sequences, which led to evidence that higher nucleotide similarity levels can be correlated to
phylogenetic relationships. Several analyzed species were commonly associated to illegal birds
trade - 31 species were set up at the Convention on International Trade in Endangered Species
of Wild Fauna and Flora (CITES) and, among these, 3 species (Brotogeris tirica - plain
parakeet, Paroaria gularis - red-capped cardinal, and Amazona rhodocorytha - red-browed
parrot) are Brazilian endemic. Furthermore, 11 species are current listed as "vulnerable",

"almost threatened", "endangered" or "critically endangered" by the International Union for



Conservation of Nature (IUCN). The generated data permitted the accurate identification of
males and females and can subside couple design plans and have been used on conservation
programs of recovery, maintenance and reproduction of captive birds and further release or
reintroduction of these animals. Furthermore, this work permitted an interaction between
research and university extension, throughout a service offer associated to molecular sexing
reports and a scientific diffusion associated to population consciousness on birds trade and

conservation genetics.

Key words: Birds, Sexing, Conservation Genetics, lllegal Trade.
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1 INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVAS

O Brasil apresenta a terceira maior diversidade de aves do mundo, com cerca de 1.800
espécies, das quais mais de 13% sao endémicas (SABINO & PRADO, 2003; CBRO, 2013). Desta
forma, o pais pode ser considerado um dos mais importantes em relagdo a investimentos em
conservacao neste grupo de vertebrados (SICK,1997).

Apesar da grande diversidade de aves no pais, tem havido um crescente declinio no
numero de exemplares de diversos grupos, especialmente devido a intervengées humanas, como
o comércio ilegal (COLLAR et al., 1997; MARINI & GARCIA, 2005). O tréafico internacional de aves
e de outros animais silvestres é uma atividade intensa no Brasil (LACAVA, 2000; RENCTAS,
2002). Estima-se que o comeércio ilegal de animais silvestres movimente anualmente de 10 a 20
bilhdes de ddlares no mundo e, no ano de 2001, o Brasil foi considerado o terceiro pais em maior
numero de animais envolvidos no trafico ilegal (WEBB, 2001).

Dentre os animais traficados, as aves apresentam caracteristicas que resultam em grande
interesse para o comércio ilegal, como sua beleza, cores das penas e seu canto (PEREIRA &
BRITO, 2005), além de ampla distribuicdo geografica e alta diversidade (POUGH et al., 2003).
Segundo dados do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), aproximadamente 82,71% dos animais contrabandeados no pais séo aves (IBAMA,
2002). Estima-se que 4 bilhdes de aves sejam comercializadas ilegalmente por ano no Brasil.
Destas, 70% sao destinadas para o comércio interno e cerca de 30% véao para o mercado da
Europa, Asia e Estados Unidos (VANNUCCI-NETO, 2000; ARAUJO et al., 2010).

Com base nas leis e decretos associados a crimes contra animais silvestres, os 6rgaos de
fiscalizacdo, frente a um delito, normalmente autuam o infrator e apreendem os animais. A
resolugdo de crimes ambientais, relacionados principalmente a trafico/apreensdes ilegais de
animais, abrange uma area relacionada a estudos da ciéncia forense. Tais estudos, em que o
conhecimento cientifico e suas ferramentas sido geralmente empregados em casos de
investigacao sob responsabilidade do foro judicial, sdo muito mais amplos do que somente
resolugbes de questionamentos juridico-policiais. Incluem também andlises genéticas em

espécies animais, vegetais e de microorganismos, que podem ser direcionadas a resolucdes de
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incertezas taxonémicas, testes de paternidade, identificacdo de origem e de sexo, entre outras
aplicacoes.

Em geral, um estudo forense é interdisciplinar e envolve diferentes campos do
conhecimento, como Fisica (analise balistica de projéteis), Quimica (analise de sangue, gotas de
saliva, fios de cabelo e pélos, substancias, etc.), Biologia (analise de tipagem sanguinea, de DNA,
morfologia de tecidos e 6rgdos) e até Matematica/Estatistica (JOBLING & GILL, 2004). Desta
forma, a ciéncia forense tem se beneficiado e cresceu muito nos Ultimos anos em decorréncia de
novas metodologias e tecnologias que surgiram nestas diversas areas (SILVA & PASSOS, 2006).

Entre as diferentes vertentes do campo forense, a Genética representa uma area
extremamente importante na identificacdo por DNA. Atualmente, esta area passou a fazer parte
do vocabulario comum devido ao impacto dos perfis de DNA sobre a deteccdo de crimes e
identificacdo de paternidade em humanos e tem sido tematica de diversos programas de
televisdo, noticiarios e reportagens. A despeito da grande difusdo de informag¢des nesta area,
dados de carater geral e de carater técnico muitas vezes ndo sido corretamente divulgados,
interpretados e/ou compreendidos. Adicionalmente, as analises forenses se sobrepbem, em
muitos casos, a uma area da biologia denominada de biologia da conservagéo que, embora venha
crescendo extremamente nos ultimos anos em termos de metodologias e aplicacdes, € ainda
desconhecida da populagdo em geral.

Atualmente, grande parte das andlises voltadas a conservagdo de diferentes espécies,
especialmente silvestres, vem sendo realizada por meio de estudos genéticos. Desta forma, uma
subarea da Genética, denominada de genética da conservacgao, visa, entre outras aplicagoes, a
identificacdo de espécies, subespécies, hibridos e populagbes, determinagcdo de origem,
identificacdo de niveis de diversidade genética, determinagdo de estrutura populacional e de
gargalos populacionais, identificacdo de sexo, determinagdo de paternidade e outros niveis de
parentesco. Tais dados podem ser obtidos por meio da utilizacdo de diferentes metodologias,
especialmente aquelas que empregam marcadores moleculares. Quando associados ao campo
da genética forense, estes dados sdo, muitas vezes, negligenciados, especialmente por

desconhecimento de sua importancia e aplicacao.



Animais silvestres capturados sem licenca prévia do IBAMA, com o intuito de trafico e
venda irregulares, constituem um dos crimes mais largamente realizados no Brasil (LACAVA,
2000; RENCTAS, 2002). Os animais apreendidos necessitam ser inicialmente alojados,
alimentados e receber cuidados médicos-veterinarios, especialmente devido os maus tratos e ao
estresse a que foram geralmente submetidos. Posteriormente, ha necessidade de serem incluidos
em programas de manutencdo, manejo e reproducdo em cativeiro e posterior soltura ou
reintroducdo (BRANCO, 2008). Desta forma, governos, zooldgicos, criadouros cientificos,
comerciais e conservacionistas tém hoje um importante papel em programas de conservagao de
espécies. Andlises genéticas podem contribuir ndo somente para a elucidagcdo destes crimes
como também contribuir com tais programas de manejo e reprodugdo em cativeiro e programas
de soltura ou reintrodugao desses animais na natureza.

Algumas espécies que compdem o grupo das aves nao apresentam dimorfismo sexual
aparente que permita a diferenciagdo morfoldégica externa entre machos e fémeas (TELL &
LASLEY, 1991). Desta forma, um dos exemplos da contribuicdo da Genética para a area forense
associada ao trafico e comércio ilegais deste grupo de animais refere-se a correta determinacao
do sexo. Este dado permite a proposicdo de estratégias de formagdo de grupos ou casais
objetivando a reprodugédo em cativeiro e/ou uma posterior soltura ou reintrodugédo monitorada de
individuos, casais e/ou dos descendentes na natureza, sendo considerada uma das principais
medidas para que se obtenha sucesso em programas conservacionistas (RENCTAS, 2002).

Atualmente, uma das maneiras mais seguras e efetivas de realizar a identificacdo de
machos e fémeas em diversas espécies de aves € por meio da denominada “sexagem molecular”,
em que se analisa uma determinada porgédo do genoma que apresenta diferengas entre os sexos.
Como as aves apresentam um sistema de determinacdo sexual do tipo ZZ (machos) / ZW
(fémeas), um marcador ideal para identificagdo de sexo nestes animais pode ser considerado um
DNA unico ao cromossomo sexual W, presente unicamente nas fémeas (MIYAKI et al.,1998).

Dado o exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar analises genéticas em
diferentes aves, incluindo espécies comumente apreendidas pela Policia Ambiental e pelo IBAMA,
visando a identificacado do sexo, e gerar um material de divulgacao cientifica sobre trafico ilegal de

aves e conservagao genética neste grupo de vertebrados. O desenvolvimento de um trabalho



4
tanto experimental como tedrico de analises forenses associadas a area de conservagao genética
mostrou-se importante para, de forma direta e indireta, auxiliar a minimizar os efeitos drasticos de
um dos maiores crimes cometidos no Brasil - o trafico ilegal de animais silvestres. Os resultados
obtidos vém sendo utilizados para subsidiar programas de conservagao de aves, especialmente
aquelas pertencentes a grupos comumente associados ao trafico ilegal de animais silvestres,
como Psittacidae, Emberezidae, Thraupidae, Fringiliidae, Turdidae, Cardinalidae, Ramphastidae e

Cracidae.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biodiversidade de aves no Brasil

O Brasil possui uma grande biodiversidade, apresentando o maior numero de espécies
conhecidas de mamiferos, peixes dulcicolas, anfibios e plantas superiores. Além disso, é
considerado o terceiro pais em riqueza de aves e quinto em répteis (MITTERMEIERI et al., 1997,
SABINO & PRADO, 2004) (Tabela 1). Desta forma, abriga uma das mais diversas avifaunas do
mundo, sendo o numero de espécies estimado em cerca 1.800. Adicionalmente, diversas
espécies de aves sdo endémicas, tendo uma distribuicdo geografica restrita ao Brasil

(MITTERMEIER et al., 1997; NATURE SERVE, 2004; CBRO, 2013; IUCN, 2013).

Tabela 1: Diversidade de vertebrados (em numero de espécies descritas) no Brasil e no
mundo, percentual de espécies endémicas no Brasil e posi¢gao do pais no ranking mundial de
diversidade. N, numero de espécies (Retirado de SABINO & PRADO, 2004).

N espécies 5 i = Endemismo Brasil Rank diversidade
Cl N espécies Brasil
asse Mundo » (%) Brasil
Agnatha 104 04 - -
139 marinhos =
Chondrichthyes 960
16 agua doce 23% -
1.155 marinhos ca. 10% =
Osteichthyes ca. 27.400
2.106 agua doce = 1
Amphibia 5.504 775 57 % 1
Reptilia 8.163 633 37 % 5
Aves 9.900 1.696 11 % B
Mammalia 5.023 541 25 % 1
TOTAL ca. 57.054 7.061 - 1
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Apesar de atualmente considerar-se que a avifauna brasileira seja constituida por um
grande numero de espécies, sendo aproximadamente 234 endémicas (CBRO, 2013), o
conhecimento desta diversidade de aves comecou muito tardiamente, sendo o Brasil um dos
ultimos paises das Américas a ter a sua natureza explorada de maneira mais consistente e
organizada. Esta particularidade provavelmente esta associada as restricbes impostas pela Coroa
Portuguesa a entrada de pesquisadores estrangeiros no Brasil, fato que somente foi alterado a
partir da fuga da familia real para o Rio de Janeiro, no comec¢o do século XIX (SICK, 1985).

Até entdo, muito do que se conhecia sobre a avifauna brasileira derivava principalmente
dos textos de J. Marcgrave (1648, 1942), largamente aproveitados por Carolus Linnaeus em suas
edicdes do Systema Naturae. Entretanto, os dados advindos destes autores apenas forneciam
uma fraca visdo da diversidade da fauna brasileira, que s6 comecou a ser conhecida de uma
forma sistematica a partir das expedi¢bes de diversos naturalistas como Spix, Wied e Natterer
(PAPAVERO, 1971; VANZOLINI, 1996). Adicionalmente, as cole¢des remetidas para o Museu de
Histéria Natural de Viena foram estudadas por August von Pelzeln (1871) que, de maneira
pioneira, com inusitada visdo biogeografica e com base em estudos publicados por outros
pesquisadores, tentou classificar a avifauna brasileira dividindo o pais em trés “provincias
biogeograficas” (Avifauna Austral, Amazdnica e Boliviana-Brasileira), além de comparar avifaunas
regionais (Santa Catarina - Rio Grande do Sul com a avifauna do Uruguai) (DEAN, 1995;
STRAUBE, 2000). Ao longo dos anos subsequentes, diversos estudos e registros foram
realizados em relagdo a biodiversidade de aves no Brasil e dados do niumero de espécies deste
grupo de vertebrados e de caracterizacdo de seus biomas vém sendo constantemente revisados e
atualizados, especialmente com o apoio da Sociedade Brasileira de Ornitologia (SBO), por meio
do estabelecimento do Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO). Os objetivos desse
comité incluem acumular, revisar e analisar os relatos de novas espécies e de sua area de
distribuicdo no pais.

Embora todas as regides brasileiras apresentem grande numero de espécies de aves, esta
distribuicdo é desigual, estando a maior diversidade de espécies concentrada na Floresta
Amazobnica e na Mata Atlantica (MARINI & GARCIA, 2005; CBRO, 2013). Grande parte da

avifauna brasileira, correspondente a espécies residentes, é encontrada na Floresta Amazdnica
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(cerca de 1.300 espécies). Adicionalmente, esta regiao também apresenta maior grau de
endemismo (20% das espécies) (MITTERMEIER et al., 2003). Aproximadamente 1.020 espécies
de aves sdo encontradas ao longo dos fragmentos restantes da Mata Atlantica, sendo 18% destas
consideradas endémicas (MMA, 2000). O Cerrado, dominado pela vegetacdo de savana, é o
terceiro bioma mais rico do pais, com 837 espécies de aves (4,3% endémicas) (SILVA, 1995;
CAVALCANTI, 1999; SILVA & BATES, 2002; LOPES, 2004). A Caatinga, uma vegetacdo de
matas secas situada no Nordeste do Brasil, possui 510 espécies de aves (2,9% endémicas)
(SILVA et al., 2003) e os Campos Sulinos, que correspondem a uma extensdo dos Pampas
argentinos no Brasil, tém 476 espécies e um grau de endemismo de apenas 0,4% (MMA, 2000). O
Pantanal, a maior area alagada da América do Sul (HARRIS et al., 2005), possui 463 espécies de
aves, mas nenhuma é endémica deste bioma brasileiro (TUBELIS & TOMAS, 2003).

Adicionalmente, aproximadamente 130 espécies de familias de aves tipicamente marinhas
habitam areas costeiras do Brasil, embora nenhuma espécie seja endémica (SICK, 1993;
VOOREN & BRUSQUE, 1999). Muitas espécies aquaticas migrantes, especialmente oriundas do
hemisfério norte, deslocam-se por longas distancias e se congregam, sazonalmente, ao longo da
costa ou nas grandes bacias de drenagem brasileiras (SICK, 1993).

A despeito desta grande diversidade de aves encontradas em todos os biomas brasileiros,
intervengdes humanas, especialmente associadas a destruigdo e/ou fragmentacado de habitats e
mudancgas climaticas, tém tido impactos negativos nas populagdes, uma vez que diminuem a
disponibilidade de recursos e modificam as condigbes de seus ambientes (PRIMACK &
RODRIGUES, 2001; SEGELBACHER et al., 2010). Os resultados destes impactos podem ser
claramente visualizados pelo numero de espécies de aves ameacadas de extingdo, sendo o Brasil
0 pais que apresenta o maior numero de espécies neotropicais categorizadas como "criticamente
em perigo", "em perigo" ou "vulneravel" (COLLAR et al., 1997; IUCN, 2013). Este cenario somente
podera ser minimizado com um maior numero de informacdes sobre as espécies e suas areas de
ocorréncia, com o intuito de elaborar medidas conservacionistas e com a promog¢ao de politicas

publicas de protecéo as aves brasileiras.



2.2 Classificacao das aves

A classificacdo cientifica dos animais refere-se ao campo da taxonomia ou zoologia
sistematica. Em aves, como nos demais grupos animais, esta classificacao foi iniciada com base
em dados morfolégicos e anatdmicos e, até o presente, baseia-se principalmente em tais
caracteres (SICK, 1985). Entretanto, dados bioquimicos, fisiolégicos, etoldégicos e genéticos
também passaram a ser utilizados em estudos taxonémicos e filogenéticos.

As aves apresentam caracteristicas como bipedia, homeotermia, oviparidade, presencga de
penas, apéndices locomotores anteriores modificados em asas, bico corneo e ossos pneumaticos.
Apresentam uma grande diversidade morfolégica e de tamanho e habitam todos os ecossistemas
do globo, do Artico & Antartica. Este grupo de vertebrados pertence a uma classe especifica,
dividida em duas subclasses: (1) Archaeornithes, que compreende aves ancestrais, representadas
por Archaeopteryx, e (2) Neornithes, que corresponde as aves verdadeiras e engloba tanto
representantes fésseis (como Hesperornis, do periodo Cretdceo) como representantes atuais.
Embora, até 0 momento, ndo exista uma proposi¢cao unica em relacdo ao numero de espécies de
aves e como estas sdo classificadas, grande parte dos autores adota a proposi¢do de subdivisdo
dos Neornithes em duas Superordens - Paleognathae (Ordens Apterygiformes, Dinornithiformes,
Casuariiformes, Aepyornithiformes, Struthioniformes, Rheiformes e Tinamiformes) e Neognathae
(Ordens Sphenisciformes, Gaviiformes, Podicipediformes, Procellariiformes, Pelecaniformes,
Ciconiiformes, Anseriformes, Accipitriformes, Falconiformes, Galliformes, Gruiformes,
Charadriiformes, Columbiformes, Psittaciformes, Cuculiformes, Strigiformes, Caprimulgiformes,
Apodiformes, Coliiformes, Trogoniformes, Coraciiformes, Piciformes e Passeriformes). Dentre as
diferentes ordens, os Passeriformes (pintassilgos, canarios, pardais, cotovias e sabias, entre
outros) compreendem o maior numero de espécies - acima de 5 mil, o que corresponde a mais da

metade de todas as espécies conhecidas (DEL HOYO et al., 1992).

2.3 Trafico ilegal de animais

O ritmo atual de destruigao, alteragcdo e fragmentagdo de ambientes naturais, devido ao

crescente impacto das atividades humanas, tem levado a uma alarmante perda da biodiversidade.
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Além disso, o trafico ilegal de animais silvestres (naturais de determinado pais ou regido,
pertencentes as espécies nativas, migratérias, aquaticas ou terrestres, que tenham a sua vida ou
parte dela ocorrendo naturalmente dentro dos limites do territério nacional e suas aguas
jurisdicionais), definido pela retirada de espécimes de vida livre para que possam ser
comercializados, é também responsavel pela ameaca de diversas espécies e/ou populacdes no
Brasil (NORBERTO, 2009).

O impacto mais significativo gerado pelo trafico de animais é o desequilibrio populacional,
ja que a captura excessiva é a segunda principal causa da redugido populacional de varias
espécies, perdendo apenas para a degradacao e perda de habitat provocada pelo desmatamento
(MARINI & GARCIA, 2002). Além disso, animais comercializados ilegalmente geralmente s&o
excluidos do processo reprodutivo, reduzindo, desta forma, o niumero de descendentes, o que
aumenta o risco de extingao de varias espécies (SICK, 1997).

Estima-se que o comércio ilegal de animais silvestres movimente anualmente de 10 a 20
bilhées de ddélares no mundo (WEBB, 2001; NORBERTO, 2009), sendo considerada a terceira
maior atividade ilegal, apds os traficos de armas e narcoéticos (WEBB, 2001). Embora no Brasil,
atualmente, o controle da criagéo, soltura e comércio de animais silvestres seja feito pelo IBAMA,
por intermédio de legislagéo especifica, o trafico de animais silvestres compreende um mercado
lucrativo. O pais é responsavel por cerca de 10 a 15% do valor total mundial do tréafico ilegal de
animais silvestres, especialmente devido a sua grande biodiversidade (RENCTAS, 2002; LOPES,
2006). De acordo com FERREIRA & GLOCK (2004), estes dados s&o imprecisos e,
provavelmente subestimados, por se tratar de uma atividade ilegal.

O trafico de animais é estruturado sobre uma rede formada por um emaranhado de rotas
para o escoamento de animais no interior do Brasil e também para fora do pais (HERNANDEZ &
CARVALHO, 2006). Nas Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais, ocorre um expressivo
numero de ocorréncias de captura de animais silvestres que sado posteriormente destinados a
centros urbanos por intermédio de meios ilegais. Estes animais sdo levados principalmente para a
regido Sudeste, em especial Sdo Paulo e Rio de Janeiro, de onde, muitas vezes, partirao para
abastecer o comércio ilegal internacional (JUPIARA & ANDERSON, 1991; RENCTAS, 2002). Na

maioria das vezes, estes animais sao transportados sem condi¢gdes adequadas, o que resulta em
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um alto numero de mortes (REDFORD, 1992). Além disso, os traficantes utilizam técnicas cruéis
para garantir a manutencao dos animais e venda do produto. Em relagao as aves, por exemplo, é
comum transportar os animais em pequenos espagos, sem agua e sem alimento, cegar os
animais, manter as asas amarradas, quebrar o 0sso externo de araras e papagaios, pintar
periquitos para serem vendidos como papagaios e até mesmo matar os pais para facilitar a
captura dos filhotes (LOPES, 1991; TOUFEXIS, 1993).

No Brasil, o trafico da fauna silvestre possui caracteristicas peculiares quanto as espécies
traficadas e ao destino que estas tém ao chegar aos mercados internacionais. Basicamente, sao
quatro as modalidades do comércio ilegal (GIOVANINI, 1998) - (1) Animais para colecionadores
particulares e zoolégicos: o mais cruel dos tipos de trafico da vida selvagem, pois prioriza
principalmente as espécies mais ameacgadas. (2) Animais para fins cientificos (biopirataria): neste
grupo, encontram-se as espécies que fornecem substancias quimicas que servem como base
para a pesquisa e produc¢ao de medicamentos, movimentando altos valores. (3) Animais para pet
shops: modalidade que mais incentiva o trafico de animais silvestres no Brasil, tendo como
objetivo final a populagdo em geral. (4) Produtos de fauna: produtos usados para fabricar adornos
e artesanatos, como couros, peles, penas, garras e presas, entre outros.

Com base nas leis e decretos associados a crimes contra animais silvestres, os 6rgaos de
fiscalizacao, frente a um delito, normalmente autuam o infrator e apreendem os animais. Os
animais apreendidos necessitam ser inicialmente alojados, alimentados e receber cuidados
médicos-veterinarios, especialmente devido os maus tratos e ao estresse a que foram
submetidos. Posteriormente, ha necessidade de serem incluidos em programas de
manutengao/reprodug¢do em cativeiro e posterior soltura ou reintrodugédo (BRANCO, 2008).

Entre os diversos animais que tém sido envolvidos em crimes ambientais no pais e
apreendidos por 6rgéos de fiscalizagdo, as aves compreendem um dos grupos mais atingidos,
devido a seu alto valor de mercado associado ao canto e ao exuberante colorido das penas.
Estima-se que as aves tenham correspondido a 80% das espécies mais comumente confiscadas
pelo IBAMA entre os anos de 2005 a 2009 (MMA, 2012). O trafico, juntamente com a perda de
habitat, sdo as duas maiores ameacas que a avifauna brasileira enfrenta (WILSON, 1988; AVISE,

1996; MARINI & GARCIA, 2005). No Brasil, cerca de 12 milhdes de animais sao traficados por
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ano (LACAVA, 2000), sendo os Passeriformes e os Psittaciformes as aves silvestres mais
frequentemente capturadas pelas autoridades ambientais (WANJTAL & SILVEIRA, 2000;
WRIGHT et al., 2001; FERREIRA & GLOCK, 2004; ARAUJO et al. 2010).

Apreensdes de diferentes aves envolvidas em trafico ilegal (Figura 1) vém crescendo nos
ultimos anos e diversas instituicdes, como parques ecoldgicos, zooldgicos, ONGs (Organizacdes
Nao Governamentais) e universidades, desenvolvem atualmente programas de conservagéao
especificamente direcionados a tais animais. Entretanto, analises genéticas que possam subsidiar
estes programas, por meio da identificagdo das espécies e do sexo dos animais, determinagao de
sua origem, grau de parentesco e nivel de diversidade genética, sdo ainda escassas no pais.
Somente com a implementagéo de estudos que visem elucidar estas caracteristicas, poderao ser
corretamente instituidos e desenvolvidos programas de recuperagéo, criagdo, reprodugao, soltura

e reintroducéo destes animais.

Figura 1: Operagao da Policia Ambiental contra o comércio ilegal de animais silvestres no
municipio de Bofete, interior de Sdo Paulo, evidenciando as condigbes de transporte (A e B) e

manutengéo de diversas aves (C e D) (retirado de www.acontecebotucatu.com.br).
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2.4 Soltura e reintroducédo de aves

A soltura ou reintrodugdo de aves na natureza frequentemente gera confusio, pois pode
induzir ao leigo a impressao de que esta “libertacdo” contribui para a recuperacdo da espécie.
Porém, este ato pode resultar em consequéncias desastrosas para a propria ave libertada, se esta
nao for corretamente manejada, e também as possiveis populagdes existentes no local de soltura
(WANJTAL & SILVEIRA, 2000).

O retorno desses animais a natureza € um processo complexo e que deve seguir
protocolos de normatizagdo de solturas e de areas de soltura pela Divisdo de Fauna da
Superintendéncia do IBAMA, por intermédio de documentos especificos, especialmente de
Requerimentos para Cadastro de Area de Soltura e Protocolo de Orientacdes para a Soltura,
adaptados das recomendacdes da IUCN (IUCN, 1995).

Para tais mecanismos, ha a necessidade de diferenciar o ato de soltura de um ato de
reintroducdo. O termo “soltura” € genérico e tal agdo ocorre comumente no Brasil, sendo
praticada, na maioria das vezes, pelo poder publico, por intermédio das Policias Florestais e
mesmo do IBAMA, mas criadores também a realizam. A soltura refere-se simplesmente ao ato de
libertar individuos em areas “escolhidas”, por meio dos mais variados critérios, para que os
mesmos tenham alguma chance de sobrevivéncia fora das condigdes de cativeiro (IBAMA, 2006).
Um dos maiores riscos associados a esta pratica é a disseminagdo de zoonoses, com a possivel
extincdo local das espécies infectadas. Por outro lado, reintroducao refere-se a tentativa de se
estabelecer uma espécie em uma area que anteriormente fazia parte de seu histérico, mas da
qual foi extirpada ou se tornou extinta, com finalidades especificas e controladas (IBAMA, 2006).
O principal objetivo ndo se refere simplesmente a dar um destino aos animais associados ao
trafico e comércio ilegais e confiscados (WANJTAL & SILVEIRA, 2000).

Projetos de reintrodugédo devem ser submetidos e aprovados pelo IBAMA e, para que estes
tenham sucesso, é necessario que exista um programa de acompanhamento a longo prazo, que
verifique cuidadosamente os efeitos pos-reintrodugao (SANZ & GRAJAL, 1998). Além disso, antes
de iniciar tais projetos, € necessario conhecer os habitats e a biologia da espécie que se deseja

reintroduzir e as interagdes desta com outras espécies. Individuos de espécies ameagadas de
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extincdo sdo preciosos e ndo devem servir de “pilotos de teste” em programas de reintrodugéo
qgue nao cumpram requisitos imprescindiveis (WANJTAL & SILVEIRA, 2000). Entre tais requisitos,
as analises genéticas mostram-se de extrema importancia para gerar dados acerca dos niveis de
diversidade genética, numero de individuos, numero de machos e fémeas e graus de parentesco,
tanto dos animais que serdo reintroduzidos como das populagdes encontradas nos locais

selecionados para o processo de reintrodugao.

2.5 Genética da conservacao e aplicacdo de marcadores moleculares

O ritmo atual de destruicao, alteracdo e fragmentacdo de ambientes naturais, devido ao
crescente impacto das atividades humanas, tem levado a uma alarmante perda da biodiversidade
presente em nosso planeta (WILSON, 1988; ERLICH, 1988; AVISE, 1996). Esforcos no sentido de
reverter ou minimizar os efeitos deste processo sao ainda insuficientes e necessariamente devem
envolver iniciativas integradas por campos tao diversos quanto a economia, politica, ciéncias
sociais e muitas areas das ciéncias biologicas, as quais compdem uma ciéncia relativamente nova
conhecida como biologia da conservagao (SOULE & WILCOX, 1980).

Inserida no contexto da biologia da conservagao, encontra-se o campo da genética da
conservacdo, atualmente bastante interligada com o campo da ecologia e biologia molecular.
Estudos na area de genética da conservagao baseiam-se em analises genéticas com o intuito de
compreender os processos populacionais e evolutivos relevantes a conservagcdo de diferentes
espécies, especialmente aquelas ameagadas (SCHONEWALD et al., 1983; AVISE & HAMRICK,
1996). Hoje em dia, grande parte das analises genéticas direcionadas a conservagao de espécies
e/ou populagdes baseia-se na analise de marcadores moleculares.

A identificagao e caracterizacdo de marcadores do genoma nuclear iniciaram-se com analises
de polimorfismos de comprimento de fragmentos de DNA, obtidos por meio do tratamento do DNA
com enzimas de restricdo, gerando padrdes de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(GRODZICKER et al., 1974). Adicionalmente, a PCR (Polymerase Chain Reaction) (MULLIS et al.,

1987) permitiu a descrigdo de outros marcadores moleculares, incluindo sequéncias repetitivas de
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DNA, denominadas microssatélites, e de sequéncias polimorficas amplificadas ao acaso (RAPD -
Random Ampilified Polymorphic DNA) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

Entre os diferentes marcadores moleculares, as repeticobes minissatélites ou VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeats - repeticbes in tandem de numero variavel),
correspondentes a arranjos em sequéncia de multiplas cépias de um pequeno segmento de DNA
(10 a 60 pares de bases) que podem ser geradas por meio de digestdo enzimatica e posterior
hibridagdo em membrana com sondas especificas, permitram a obtengdo de dados
extremamente informativos para subsidiar anadlises de diversidade genética (JOBLING & GILL,
2004). Atualmente, os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats - Repeti¢cdes de
Sequéncia Simples) (LITT & LUTY, 1989) representam os marcadores mais amplamente
utilizados nas areas de genética forense e populacional, pois se encontram distribuidos por todo o
genoma e geralmente apresentam um alto grau de polimorfismo. Estes possuem a vantagem de
ser co-dominantes, o que permite a identificacdo de heterozigotos, e podem ser analisados por
meio de sua amplificacao, via PCR, utilizando primers especificos complementares as seqiéncias
unicas que os flanqueiam (FERREIRA & GRATAPLAGLIA, 1998).

Recentemente, outra classe de marcador molecular, denominado de SNP (Single
Nucleotide Polymorphism - Polimorfismo de Nucleotideo Unico), ou seja, polimorfismo criado por
uma mutacdo de ponto, resultante da substituicdo de um nucleotideo por outro levando ao
surgimento de diferentes alelos, vem sendo cada vez mais utilizada em analises de genética
forense e conservacionista, dado seu alto grau de polimorfismo entre diferentes individuos tanto
no DNA nuclear como no DNA mitocondrial (GOODWIN et al., 2007).

Analises forenses e populacionais vém, portanto, utilizando dados de DNA no sentido de
subsidiar problemas de questionamentos juridico-policiais e associados a conservacao da
biodiversidade. Estas duas vertentes apresentam uma correlacéo direta na area de conservacgao
biolégica, no sentido de gerar dados que auxiliem, especialmente, a resolugdo de incertezas
taxond6micas, determinagdo do sexo dos individuos, minimizacdo da perda de diversidade genética,
determinagao de graus de parentesco, definicao de rotas de trafico e delineamento de estratégias de

recuperagao de espécies e/ou populagdes (CARVALHO & HAUSER, 1998).
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2.6 ldentificacdo do sexo em aves

Os vertebrados, de maneira geral, apresentam nao somente diferencas morfolégicas
externas entre machos e fémeas, como também diferengas relacionadas a caracteres ecoldgicos
e comportamentais (ELLEGREN & SHELDON, 1997; SHELDON, 1999), sendo o sexo
determinado de diferentes maneiras, incluindo fatores genéticos e ambientais (EZAZ et al., 2006).

Espécies de peixes e répteis, embora possam apresentar cromossomos sexuais
heteromérficos (GRIFFITHS et al., 1998; MODI & CREWS, 2005; EZAZ et al., 2006), podem
também ter o sexo determinado por fatores ambientais (EZAZ et al., 2006; ULLER et al., 2007).
Por outro lado, outras espécies de vertebrados nao sofrem influéncia ambiental na determinacao
do sexo e possuem cromossomos sexuais diferenciados, como os mamiferos que apresentam um
sistema de determinacao sexual XX/XY, em que os machos representam o sexo heterogamético.
Da mesma forma, as aves também apresentam um claro sistema de determinacgao sexual, do tipo
ZZ/ZW, sendo que as fémeas correspondem ao sexo heterogamético (e.g. OLIVEIRA et al., 2007).

Quando se toma o wuniverso de espécies que compdem o grupo das aves,
aproximadamente 30% nao apresentam dimorfismo sexual externo aparente que permita a
diferenciacdo morfologica entre machos e fémeas (POUGH & HARVEY, 1999). Desta forma, a
identificagdo sexual pode ser realizada por meio de técnicas de cariotipagem, laparoscopia e
andlise de esterdides fecais. Entretanto, tanto a inspecdo da cavidade abdominal com um
endoscopio como a analise de hormdnios apresentam algumas desvantagens, por serem
invasivas e/ou por ndo serem totalmente confiaveis (GRANDO, 2002). O exame de laparoscopia,
embora possa ser utilizado em qualquer espécie de ave, envolve grande manipulagdo dos animais
e riscos cirurgicos. A analise de esterdides fecais baseia-se na razédo entre estrogeno e
testosterona. Além desta razdo nao ser sempre altamente confiavel para determinagao do sexo
em algumas espeécies de aves, as amostras necessitam de manutencdo adequada visando a n&o
degradacao dos hormdnios durante a coleta em campo (MIYAKI et al., 1998).

A anadlise de cromossomos em metafase permite a correta distingdo entre os sexos, ja que
fémeas apresentam dois tipos de cromossomos sexuais (Z e W), enquanto machos apresentam

somente cromossomos Z. Entretanto, esta forma de sexagem, além de ser trabalhosa, demandar
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grande tempo e nem sempre gerar resultados satisfatérios, ndo pode ser utilizada em algumas
espécies cujos cromossomos sexuais sao virtualmente idénticos (MIYAKI et al., 1998).

Outra maneira de identificacdo do sexo das aves, por meio de analise geneética, refere-se a
denominada "sexagem molecular", por meio da amplificacdo de uma regido dos genes CHD-Z e
CHD-W (chromo-helicase-DNA-binding), localizados nos cromossomos sexuais. O gene CHD-W
localiza-se no cromossomo W e, portanto, encontra-se somente nas fémeas, e o gene CHD-Z é
encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos os sexos (GRIFFITHS et al., 1998).

Desta forma, a identificacdo do género em espécies de aves pode ser realizada por meio
da utilizacdo de PCR, empregando um unico conjunto de primers para amplificar fragmentos
homologos de ambos os genes referentes a introns que geralmente variam de tamanho entre as
espécies (GRIFFITHS et al., 1996; 1998; MIYAKI et al., 1998; GRIFFTHS, 2000; FRIDOLSSON &
ELLEGRENI, 2000; ANCIAES & DEL LAMA, 2002; CHANG et al., 2008; RAMOS et al., 2009). O
resultado, visualizado em gel de agarose ou poliacrilamida, demonstra que as fémeas, que
possuem dois cromossomos sexuais diferentes, apresentam dois fragmentos de DNA, enquanto
os machos, homogaméticos, apresentam somente um fragmento (GRIFFITHS et al, 1998;
FRIDOLFSSON & ELLEGREN, 2000; GRIFFITHS, 2000).

A determinacao do sexo em aves monomorficas é fundamental para o sucesso reprodutivo
de espécies silvestres mantidas em cativeiro, em programas de reintrodugdo ou soltura, em
estudos comportamentais e em analises forenses associadas ao comércio/trafico ilegal de animais

(GRIFFITHS, 2000; RASO & WERTHER, 2004; FARIA et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Com o objetivo de fornecer subsidios a programas de conservacédo de aves no Brasil, a
presente proposta visou: () realizar analises genéticas de sexagem em diversas aves, incluindo
espécies comumente apreendidas pela Policia Ambiental e pelo IBAMA, e (II) gerar um material

de divulgagao cientifica sobre trafico de aves e conservagéo genética.

3.2 Objetivos Especificos

1) Isolar amostras de DNA de penas e sangue de diferentes espécies de aves procedentes de
Centros de Recepcao, Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres (CETAS), Centros de
Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) e Criadouros Cientificos de Fauna

Silvestre para fins de conservacgao.

2) Identificar o sexo de exemplares de diferentes espécies de aves, por meio da amplificacdo de
regides especificas dos genes CHD-Z e CHD-W (chromo helicase-DNA binding) para geracao de

perfis genéticos sexo-especificos.

3) Implementar um protocolo de sexagem molecular de aves junto ao Laboratério de Genética

Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP para subsidiar o fornecimento de laudos técnicos.

4) Caracterizar os segmentos de DNA amplificados por meio de sequenciamento nucleotidico,

visando analises comparativas dos genes CHD entre as espécies de aves estudadas.

5) Identificar o grau de informagéo de estudantes, docentes e técnicos administrativos do Instituto
de Biociéncias da UNESP (Campus de Botucatu) sobre a area de genética forense associada a

area de conservacgao biologica.

6) Elaborar um material de divulgacéo cientifica sobre crimes ambientais e trafico/comércio ilegal
de aves e sobre a possibilidade de utilizacdo de ferramentas genéticas nesta area de interface

entre genética forense e conservagao biolégica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Dado que diversas aves, comumente associadas ao trafico ilegal no pais, apreendidas pela
Policia Ambiental e pelo IBAMA sao posteriormente encaminhadas a locais especificos que
desenvolvem propostas conservacionistas, no presente estudo foram analisados exemplares

encontrados em quatro centros de conservagao animal:

(1) Projeto Centrofauna - Centro de Recepcgao, Triagem e Reabilitacao de Animais Silvestres

(CETAS) mantido pela ONG Instituto Floravida (Empresa Anidro do Brasil, Botucatu, SP);

(2) Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Botucatu, SP);
(3) Criadouro C.A. (Itatiba, SP);

(4) Criadouro Pocgos de Caldas (Pocos de Caldas, MG).

Ao todo, foram analisados 124 exemplares de 53 espécies diferentes, pertencentes a
distintas ordens das familias Accipitridae, Cacatuidae, Cardinalidae, Cariamidae, Columbidae,
Cuculidae, Emberezidae, Falconidae, Icteridae, Musophagidae, Psittacidae, Ramphastidae,
Sturnidae, Thraupidae, Tinamidae, Trochilidae e Turdidae (Tabelas 2 a 5). Quinze espécies,
pertencentes a 6 ordens, foram provenientes do Instituto Floravida (Tabela 2), 11 espécies,
pertencentes a 7 ordens, foram provenientes do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Tabela 3), 16 espécies,
pertencentes a 5 ordens, foram provenientes do Criadouro C.A. (Tabela 4) e 13 espécies,
pertencentes a 2 ordens, foram provenientes do Criadouro Pogos de Caldas (Tabela 5).

O Instituto Floravida (Figura 2) é uma organizagdo nao governamental e sem fins
lucrativos, mantida com o objetivo de fomentar o desenvolvimento sdcio-ambiental das
comunidades locais e desenvolver projetos de conservagdo da biodiversidade, educagao
ambiental e inclusao social. Os animais apreendidos pela Policia Ambiental e encaminhados a
esta ONG sao mantidos em viveiros construidos na mata nativa, preservada nas dependéncias da

Empresa Anidro do Brasil, localizada em Botucatu, SP. Diariamente, as aves s&o alimentadas com
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frutas da época, distribuidas aleatoriamente no recinto e com agua a vontade. Apds o periodo de
reabilitacao e finalizacdo dos planos de manejo em cativeiro, as aves sao soltas em locais pré-

definidos pela Policia Ambiental e pelos pesquisadores vinculados ao Instituto Floravida.

1 __|’,,1 o2 S —

»
1
|

Figura 2: Centro de recepgao aos visitantes e area de educagao

ambiental (A) e viveiros (B e C) do Instituto Floravida (Botucatu, SP).

O Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres vinculado a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Figura 3), coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Roberto
Teixeira (docente junto ao Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria), recebe, por
intermédio da Policia Ambiental ou da prépria populagdo, animais em situagdo de risco e
machucados, geralmente devido a maus tratos ocorridos durante o processo do trafico. Nos
ultimos cinco anos, este CEMPAS atendeu mais de cinco mil casos envolvendo animais silvestres

e estes foram submetidos a procedimentos clinicos, cirurgicos e de diagndstico. Além disso, este
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também atua em educacédo ambiental e realiza a¢des de reabilitacdo em cativeiro, com o intuito de
devolver estes animais a natureza, sempre que possivel, apés indicacdo de locais préprios para

este fim pelos 6rgdos competentes.

Figura 3: Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres - CEMPAS vinculado a

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Botucatu, SP). Carcara (Carcara
plancus) submetido a corregao cirurgica de fratura nos ossos da asa (A) e tamandua-bandeira

(Myrmecophaga tridactila), vitima de atropelamento (B).

O Criadouro C.A., mantido pelo biolégo Carlos Alberto Polezel Filho, e o Criadouro Pogos
de Caldas, mantido pelo Sr. Moacyr de Carvalho Dias (Figura 4), correspondem a criadouros
cientificos de fauna silvestre para fins de conservagdo. O Criadouro C.A. possui um grande
numero de aves exoticas. O Criadouro Pogos de Caldas possui cerca de 4.000 aves de 325
diferentes espécies e é considerado pelo IBAMA e pelo Instituto Chico Mendes o maior criadouro
de aves silvestres do Brasil. Estes locais, além de trabalhar com técnicas de reproducgao, tém o
objetivo de apoiar, incentivar, desenvolver e promover agdes sociais, culturais, educacionais e
cientificas que visam a defesa, preservacado e conservagao de aves e participam ativamente de

atividades de combate a biopirataria e ao trafico de animais silvestres.



Figura 4: Viveiros do Criadouro C.A. (ltatiba, SP) (A) e do Criadouro Pogos de Caldas (Pogos
de Caldas, SP) (B, C e D).
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Tabela 2: Dados das espécies estudadas oriundas do Projeto Centrofauna, correspondente a um Centro de
Recepcgao, Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres (CETAS) mantido pela ONG Instituto Floravida (Empresa
Anidro do Brasil, Botucatu, SP). ID, numero de identificacdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal

(Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia Numero de Individuos
1 Maitaca verde Pionus maximiliani 8
2 Periquitdo maracana Aratinga leucophthalma 4
3 Papagaio verdadeiro Amazona aestiva Psittaciformes Psittacidae 8
4 Curica Amazona amazonica 1
5 Catarina Bolborhynchus lineola 3
6 Sabia laranjeira Turdus rufiventris Turdidae 4
7 Tico tico Zonotrichia capensis Emberizidae 2
8 Azuldo Cyanoloxia brissonii Cardinalidae 2
Passeriformes
9 Trinca ferro verdadeiro Saltator similis 6
10 Cardeal da Amazonia Paroaria gularis Thraupidae 1
11 Bico de prata Ramphocelus carbo 3
12 Pomba doméstica Columba livia Columbiformes Columbidae 2
13 Tucanugu Ramphastos toco Piciformes Ramphastidae 8
14 Anu branco Guira guira Cuculiformes Cuculidae 1
15 Beija flor tesoura Eupetomena macroura Apodiformes Trochilidae 1




22

Tabela 3: Dados das espécies estudadas oriundas do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres
(CEMPAS) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP (Botucatu, SP). ID, numero de identificacao

dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia Nimero de Individuos
16 Bicudo Sporophila maximiliani Emberizidae 1
17 Galo da campina Paroaria dominicana 2
- Passeriformes
18 Sanhago Thraupis abbas 1
- - - - Thraupidae
19 Coruja buraqueira Athene cunicularia 1
20 Rolinha roxa Columbina talpacoti Columbiformes Columbidae 1
21 Seriema Cariama cristata Cariamiformes Cariamidae 1
22 Gavido Buteo magnirostris Accipitriformes Accipitridae 1
23 Falcdo de coleira Falco femoralis Falconiformes Falconidae 2
24 Tucanugu Ramphastos toco Piciformes Ramphastidae 2
25 Periquito rico Brotogeris tirica 5
26 Papagaio verdadeiro Amazona aestiva Psittaciformes Psittacidae 8
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Tabela 4: Dados das espécies estudadas oriundas do Criadouro C.A. (ltatiba, SP). ID, numero de identificacdo dos

animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia Numero de Individuos
27 Léris rubritorquis Trichoglossus 1
haematodus rubritorquis
Psittacidae
28 Marianinha de cabeca preta Pionites melanocephalus 2
Psittaciformes
29 Marianinha de cabega amarela Pionites leucogaster 4
30 Cacatua de crista amarela Cacatua sulphurea Cacatuidae 1
31 Melro metdlico purpura Lamprotornis purpureus Passeriformes Sturnidae 1
32 Pomba de fruta perlatus Ptilinopus perlatus 1
33 Pomba de fruta melanospila Ptilinopus melanospilus 1
34 Pomba soberba Ptilinopus superbus 1
35 Pomba apunhalada Gallicolumba luzonica 1
Columbiformes Columbidae
36 Pomba asa verde Chalcophaps indica 1
37 Pomba de fruta chalconota Ducula aenea paulina 1
38 Pomba coleira Streptopelia risoria 1
39 Turaco persa ou turaco de Tauraco leucolophus 1
crista branca
Musophagiformes | Musophagidae
40 Turaco de orelha branca Tauraco leucotis 1
41 Turaco violeta Musophaga violacea 1
42 Macuco Tinamus solitarius Tinamiformes Tinamidae 1
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Tabela 5: Dados das espécies estudadas oriundas do Criadouro Pogos de Caldas (Pogos de Caldas, MG). ID, nimero
de identificagcdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de
Biociéncias, UNESP).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia Numero de Individuos
43 Ararajuba Guaruba guarouba 2
44 Arara vermelha grande Ara chloropterus 2
45 Araracanga Ara macao 2
46 Arara canindé Ara ararauna 2
47 Macarana - guagu Ara severus 2
48 Ararinha de testa Ara rubrogenys Pittaciformes Psittacidae 1
vermelha
49 Arara azul grande Anodorhynchus hyacinthinus 2
50 Papagaio campeiro Amazona ochrocephala 2
51 Papagaio galego Alipiopsitta xanthops 2
52 Papagaio moleiro Amazona farinosa 2
53 Papagaio de peito roxo Amazona vinacea 2
54 Chaua Amazona rhodocorytha 2
55 Grauna Gnorimopsar chopi Passeriformes Icteridae 2
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4.2 Métodos

4.2.1 Anédlises genéticas
4.2.1.1 Coleta de material biolégico

As amostras biolégicas obtidas para estudo foram coletadas no periodo de agosto de 2011 a
outubro de 2012. De forma a utilizar procedimentos n&o-destrutivos de amostragem bioldgica,
amostras de penas e/ou sangue foram obtidas dos espécimes em estudo. Apds contencao dos
animais, o local de retirada das amostras bioldgicas foi higienizado com algoddao embebido em
alcool 70%. Preferencialmente, penas em crescimento foram utilizadas, ja que estas possuem
tecido rico em divisbes celulares na regido da polpa dérmica, e estas foram retiradas
manualmente (Figura 5). Posteriormente, as penas coletadas foram mantidas em envelope de
papel a temperatura ambiente até seu processamento ou, alternativamente, mantidas a
temperatura ambiente em recipiente contendo alcool 100%. A coleta de sangue foi feita por meio
do corte da unha dos animais, utilizando um corta-unhas esterilizado. Uma gota de sangue, obtida
por meio do corte da unha a cerca de 2/3 de sua base (Figura 6), de modo a atingir a veia e
produzir sangramento, foi coletada em papel cartdo (FTA Classic Card, Whatman Biosciences),
constituido de uma base de celulose impregnada de agentes quimicos que impedem a
degradacado do DNA. Este foi posteriormente armazenado em envelope a temperatura ambiente
até seu processamento. Os dois procedimentos de coleta dos materiais implicaram em riscos

extremamente reduzidos de desenvolvimento de infecgdes nos animais.
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Figura 5: Procedimento de coleta de

penas dos animais em estudo, por

meio de retirada manual.

Figura 6: Linha de corte das unhas das aves,
para coleta de sangue dos animais em estudo.
http://equipeveterinariafv2010.blogspot.com/2010/0

8/como-cortar-unha-de-um-cao.html


http://equipeveterinariafv2010.blogspot.com/2010/08/como-cortar-unha-de-um-cao.html
http://equipeveterinariafv2010.blogspot.com/2010/08/como-cortar-unha-de-um-cao.html
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4.2.1.2 Extracdo de DNA

Diferentes procedimentos para isolamento de DNA foram utilizados, visando a obtengao de
amostras de melhor qualidade. As amostras obtidas encontram-se depositadas no Laboratoério de
Genética Animal junto ao Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP (Campus

de Botucatu, SP).

4.2.1.2.1 Extracao de DNA de penas

A extracdo de DNA das penas foi realizada com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, segundo
protocolo descrito em SAMBROOK & RUSSEL (2001), com algumas alteragdes. Alternativamente,
algumas amostras de DNA foram obtidas utilizando-se o kit Phire Animal Tissue Direct PCR
(Thermo Scientific), seguindo as informagdes do fabricante e o protocolo descrito por WOOLFE et

al. (2005). Os protocolos utilizados encontram-se descritos a seguir.

Extracdo de DNA com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico: Colocar amostras de penas de cada um

dos animais em um cadinho estéril juntamente com nitrogénio liquido. Em seguida, macerar o
material com auxilio de um bastdo estéril. Adicionar 5 ml de solugdo de digestdo composta por
NaCl 0,4 M; EDTA 0,1 M; pH 8,0; SDS 0,1% e RNase 40 ug/ml, sobre o tecido ja macerado. Apds
homogeneizagéo, transferir as amostras para um tubo estéril de 15 ml e manté-lo em banho-maria
em uma temperatura de 50°C por 1 hora. Apds este periodo, adicionar solucdo de Proteinase K 40
ug/ml e manter o tubo em banho-maria a 50°C por mais 1-3 horas, homogeneizando o material
periodicamente. Apods este periodo, retirar o tubo do banho-maria e, em capela com exaustor
ligado, acrescentar 5 ml de solugdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na propor¢ao de
50:48:2, respectivamente. Inverter o tubo, cuidadosamente, durante 15 minutos e, posteriormente,
centrifugar a 5.000 rpm por mais 15 minutos. Transferir 0 sobrenadante para um novo tubo de 15
ml estéril, acrescentando-se solugao de NaCl 1M calculada a partir do volume médio da amostra
obtida. Posteriormente, completar o tubo com alcool 100% gelado para precipitagdo do DNA.
Retirar a amostra de DNA do tubo com auxilio de uma ponteira de plastico e descartar o restante.
Posteriormente, devolver o DNA ao tubo e adicionar 3 ml de alcool etilico 70%. Descartar o alcool

e manter a amostra de DNA em estufa a 37°C para secagem. Apds a secagem, acrescentar 2004l
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de agua filtrada autoclavada para eluicdo do DNA. Transferir as amostras de DNA obtidas para

tubos estéreis de 1,5 ml e mantidas a -20°C.

Extracdo de DNA com o kit Phire Animal Tissue Direct PCR (Thermo Scientific): Macerar amostras

de penas de cada um dos animais em nitrogénio liquido, colocar junto a amostra 20ul do reagente
Dilution Buffer, em seguida adicionar 0.5ul do DNARelease Additive, deixar em temperatura

ambiente de 2-5 minutos e finalizar em banho seco a 98°C por 2 minutos. No momento de realizar

as reacgdes de amplificacdo (PCR), utilizar 1yl da amostra com os reagentes adicionados como

descrito acima.

4.2.1.2.2 Extracdo de DNA de sangue

A extracdo de DNA de sangue foi realizada seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante do

FTA Classic Card (Whatman Biosciences). O protocolo utilizado encontra-se descrito abaixo.

Extracdo de DNA de FTA Classic Card (Whatman Biosciences): Remover o disco do papel cartdo

contendo a amostra de sangue e coloca-lo em um tubo estéril de 200ul. Lavar o disco com
reagente de purificacdo, agitando o tubo, e descartar com o auxilio de uma micropipeta o
reagente. Repetir o processo de lavagem por mais duas vezes. Posteriormente, lavar em tamp&o
TE (Tris 10mM, EDTA 0.1mM, pH 8.0) e descartar o sobrenadante. Repetir este processo. Deixar
o disco de papel cartdo secar a temperatura ambiente dentro do tubo de 200ul. No momento de

realizar as reagdes de amplificagao, realizar a PCR diretamente no disco.

4.2.1.3 Andlise da qualidade e quantidade das amostras de DNA

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas em gel de agarose 1%
imerso em tampdo TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA), corado com Gel Red (Uniscience)
(0,1ul/10ml) e visualizado em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta. Para
quantificagdo do DNA, as amostras foram avaliadas em espectrofotdbmetro (Nano Drop ND-1000

Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), através de absorbancia a 260-280nm.
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4.2.1.4 Sexagem molecular

Para identificacdo do sexo dos animais, reag¢des de amplificacdo (PCR - Polymerase Chain
Reaction) foram realizadas conforme protocolo descrito por MIYAKI et al. (1998), utilizado os
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, sdo amplificados dois fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos nas fémeas e apenas um fragmento em machos (MIYAKI et al., 1998).

Para as amostras de DNA obtidas por meio da utilizagcdo de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico e com o FTA Classic Card (Whatman Biosciences), as amplificagdes dos fragmentos de
DNA, via Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foram inicialmente padronizadas para um
volume final de 15 ul. Apds padronizagdo, cada reacdo de amplificacdo consistiu de 1,5 pl de
tampéo de reagéo 10x, 0,75 ul de cada primer (10 mM), 0,4 ul de dNTP (200 mM), 0,4 ul de MgCl,
(50 mM), 0,15 ul de Tag DNA polimerase (5 U/ml), 7,5 yl de DNA molde (70-100 ng/ul) e 3,55 ul
de agua filtrada autoclavada. As reagdes de amplificagdo foram colocadas em termociclador PTC-
100™ (MJ Research), de acordo com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos com desnaturagédo a 95°C por 30 segundos, hibridagao a 47°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Um passo final de extensdo a 72°C foi
realizado por mais 5 minutos.

Para as amostras de DNA obtidas por meio do kit Phire Animal Tissue Direct PCR, as
amplificacbes dos fragmentos de DNA foram inicialmente padronizadas para um volume final de
20 ul. Apos padronizagao, cada reacao de amplificacdo consistiu de 10 pl, de tampao de reagao
(2x Phire Animal Tissue PCR Buffer), 2 ul de cada primer (10Mm), 0,4 de Hot Start (Phire Hot
Start Il DNA Polymerase) e 4,6 de agua filtrada autoclavada. As reagbes de amplificacdo foram
colocadas em termociclador PTC-100™ (MJ Research), de acordo com o seguinte programa:
desnaturagéo a 98 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos com desnaturagédo a 98 °C por 5
segundos, hibridizagdo a 47 °C por 1 minuto e extenséo a 72 °C por 20 segundos. Um passo final

de extensao a 72 °C foi realizado por mais 1 minuto.
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As amostras de DNA foram amplificadas em réplicas (duas reagbes de amplificagdo
distintas). Além disso, um controle positivo (correspondente a uma amostra de DNA de uma
espécie de ave - Amazona aestiva - previamente analisada cujo resultado de sexagem molecular
foi corroborado com analises citogenéticas) e um controle negativo (correspondente a uma reagao
de amplificacdo contendo todos os componentes da PCR exceto amostra de DNA, para monitorar

qualquer possivel contaminagao), foram utilizados a fim de gerar dados altamente confiaveis.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2%, corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) imerso em tampéo TAE 1X (Tris-Acido acético-
EDTA) e visualizados no digitalizador de imagem GE ImageQuant 300 Imager, sob luz

ultravioleta). Os pesos moleculares dos fragmentos amplificados foram estimados por meio de

comparagido com marcadores de peso molecular conhecido.

4.2.1.5 Clonagem de fragmentos de DNA

A clonagem de fragmentos de DNA de interesse, obtidos via PCR, foi realizada para
posterior caracterizacdo e comparagao de suas sequéncias nucleotidicas. Fragmentos de DNA de
interesse foram ligados a plasmideos especificos, seguindo as especificagdes do fabricante.

Posteriormente, foi realizada a transformacao de células competentes de Escherichia coli DH5a.

4.2.1.5.1 Ligagao inserto-plasmideo

Fragmentos de DNA de interesse foram ligados ao plasmideo pGEM-T (Promega),

seguindo as especificagbes do fabricante. O protocolo utilizado encontra-se descrito a seguir.

Ligacao inserto-plasmideo (utilizando o kit de ligagdo pGEM-T Vector System | - Promega): Em

um tubo de 0,5ml, adicionar 2ul do inserto de interesse (produto de DNA resultante de PCR), 1ul
de T4 DNA ligase, 1ul de tampao de reacado 10x, 1ul do plasmideo pGEM-T (50ng) e 5ul de agua

filtrada autoclavada. Misturar cuidadosamente com uma micropipeta e incubar a reagéo a 4°C

durante 12-16 horas.
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4.2.1.5.2 Transformacdo de bactérias competentes

Posteriormente a ligacdo do inserto de interesse ao plasmideo, foi realizada a
transformacdo de bactérias competentes Escherichia coli DH5a (Gibco.Brl), seguindo as

instrugdes do fabricante. O protocolo utilizado encontra-se descrito abaixo.

Transformacdo de bactérias competentes (Gibco.Brl): Manter um tubo de 1.5ml estéril no gelo.

Colocar 50ul de bactérias competentes (acondicionadas a -70°C) no tubo e posteriormente
adicionar 10ul da reacéo de ligacdo (inserto-plasmideo), misturando cuidadosamente com uma
micropipeta. Manter o tubo em gelo por 30 minutos. Aplicar um choque térmico, aquecendo o tubo
a 37°C em banho-maria por exatamente 45 segundos. Colocar o tubo imediatamente no gelo e
manter por 2 minutos. Adicionar 950ul de meio LB liquido (peptona 1%, NaCl 0.17M, extrato de
levedura 0.5%, pH 7.5) a temperatura ambiente e incubar a 37°C por 1 hora, sob agitagcdo a
225rpm. Centrifugar por 5 segundos a 13.000rpm e descartar o sobrenadante. Espalhar o produto
de transformagéo em placas de Petri estéreis com meio LB sdlido (peptona 1%, NaCl 0.17M,
extrato de levedura 0.5%, agar 1.5%, pH 7.5), contendo 2ul de ampicilina (50mg/ml) por mililitro de
meio LB e 50ul de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactoside) (50mg/ml), para posterior
selegdo dos recombinantes (colénias brancas). Incubar as placas, com o meio de cultura voltado

para cima, em estufa a 37°C durante 12-16 horas.

4.2.1.5.3 ldentificagdo de plasmideos recombinantes

Para verificar a presenca de insertos de interesse nos clones obtidos, ligacdes inserto-
plasmideo foram submetidas a reagdes de amplificagdo (PCR). A metodologia utilizada encontra-

se descrita a seguir.

PCR para identificacdo de plasmideos recombinantes: Em um tubo de 0.5ml, adicionar 50pmol de

cada primer - M13F (5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3) e M13R (5-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) -, tampao de reagdo 1x (KCI 50mM, MgCl, 1.5mM, Tris-HCI
10mM), 2mM de cada dNTP e 0.5U de Taq DNA polimerase (GE Healthcare Life Sciences), em

um volume total de 50ul. Encostar um palito estéril sobre uma colénia recombinante e mergulhar o
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palito no tubo de 0.5ml contendo as solugdes para amplificagdo. As reacdes de amplificagdo séo
realizadas em termociclador PTC-100™ (MJ Research) com o seguinte programa: desnaturagéo
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 45 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 1 minuto,
hibridagdo a 63°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Submeter os produtos da
reacao de amplificacdo (6ul) a eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampao TAE 1x (Tris-
Acido acético-EDTA), durante 1.5-2 horas a 110V/150%, para verificar a presenca de
recombinantes de interesse. Identificar insertos presentes nos plasmideos através da analise do
gel sob luz ultravioleta em transiluminador, utilizando um marcador de peso molecular conhecido

para comparagado. Apos identificagdo dos clones de interesse, estoca-los a -70°C em glicerol 15%.

4.2.1.5.4 Mini-preparacOes para obtencao de plasmideos recombinantes

Reacbes de mini-preparacoes (para retirada dos plasmideos das bactérias) foram realizadas
para posterior caracterizagdo dos segmentos de DNA clonados. A metodologia utilizada refere-se a

técnica de lise alcalina (SAMBROOK & RUSSELL, 2001), descrita abaixo.

Crescimento das bactérias em meio de cultura liquido: Coletar, com o auxilio de uma ponteira ou

palito de madeira estéreis, colénias de bactérias recombinantes (colénias brancas) das placas de
Petri. Colocar o material recolhido em tubos de 15ml estéreis contendo 4ml de meio LB liquido
(peptona 1%, NaCl 0.17M, extrato de levedura 0.5%, pH 7.5). Manter os tubos a 37°C durante 12-

16 horas, sob agitagdo a 225rpm. Utilizar o material nas reag¢des de mini-preparacoes.

Mini-preparacdes para obtencéo de plasmideos: Centrifugar cerca de 1.5ml de meio de cultura em

um tubo de 1.5ml estéril, por 15 segundos a 13.000rpm. Retirar todo o sobrenadante com uma
micropipeta e ressuspender o “pellet” em 100ul de solugdo A gelada (glicose 50mM, Tris-HCI
25mM, EDTA 10mM). Adicionar 200ul de solugéo B (SDS 1%, NaOH 0.2M), misturar invertendo o
tubo dez vezes cuidadosamente e incubar por 5 minutos em gelo. Adicionar 150ul de solugdo C
(acetato de potassio 5M pH 4.8), misturar invertendo o tubo dez vezes cuidadosamente e incubar
por 5 minutos em gelo. Centrifugar o tubo por 5 minutos a 13.000rpm e transferir o sobrenadante,

com uma micropipeta, para um novo tubo. Adicionar 0.5ml de fenol:cloroférmio (1:1), misturar e
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centrifugar por 2 minutos a 13.000rpm. Transferir a fase aquosa para um novo tubo e adicionar
dois volumes de etanol 100% gelado. Misturar invertendo o tubo cuidadosamente por dez vezes e
deixar a temperatura ambiente por pelo menos 5 minutos. Centrifugar por 5 minutos a 13.000rpm
e descartar o sobrenadante. Lavar o “pellet” com 100ul de etanol gelado 70% e deixar secar a
temperatura ambiente ou em estufa a 37°C. Adicionar 30ul de TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM)

com RNase 20ug/ml, misturar e guardar a -20°C.

4.2.1.6 Sequenciamento nucleotidico

O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse foi realizado utilizando o kit
DYEnamic Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences) e seqlienciador
automatico (Perking-Elmer ABI Prism 377 DNA Sequencer), seguindo as especificacdes dos

fabricantes. O protocolo utilizado encontra-se descrito a seguir.

Sequenciamento nucleotidico: Preparar a reagdo de sequenciamento contendo 2ul de pré-mix

(fornecido no kit), 2ul do produto purificado e 1ul de primer (10uM). Realizar as reagdes em
termociclador (PTC-100™ - MJ Research) seguindo o programa: desnaturacéo inicial a 96°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturagéo a 96°C por 45 segundos, hibridagéo a 50°C por
30 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos. Adicionar as amostras 2ul de acetato de sodio
4.5mM e 80ul de etanol 95%. Centrifugar a 14.000rpm durante 20 minutos a 20°C. Remover o
sobrenadante e adicionar 400ul de etanol 70%. Centrifugar novamente a 14.000rpm durante 10
minutos. Remover o sobrenadante e manter o material em estufa a 37°C por 1 hora, protegido da
luz. Dissolver as amostras em solugédo de formamida e blue dextran (Formamide Loading Dye
5:2). Limpar a placa dupla de vidro com alcool, em que sera colocado o gel de poliacrilamida.
Colocar o pente na placa de vidro para formar os sulcos onde serdo aplicadas as amostras de
DNA. Colocar a placa em um forno de luz ultravioleta, inserir o gel de poliacrilamida (RapidGel™-
XL6% - GE Healthcare Life Sciences), com uma seringa, na placa dupla de vidro. Ligar a luz
ultravioleta durante 3 minutos para polimerizar a poliacrilamida. Limpar novamente a placa de
vidro, para evitar erros de leitura no sequenciamento. Colocar o gel no seqlenciador automatico e

encher as cubas superior e inferior do seqiienciador com tampao TBE 1x (Tris-Acido bérico-
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EDTA). Desnaturar as amostras de DNA a 80°C por 4 minutos, em termociclador, e coloca-las
imediatamente em gelo. Determinar a voltagem (1.400V) e a intensidade do laser de leitura das
bases (100) no programa computacional e identificar as linhas de leitura com o numero
correspondente das amostras. Aplicar 2ul de cada amostra em sua linha correspondente no gel.

Iniciar a corrida do gel.

4.2.1.7 Andlise das sequéncias nucleotidicas

Para identificacdo de possiveis similaridades com sequéncias previamente descritas, as
sequéncias nucleotidicas obtidas neste trabalho foram primeiramente submetidas a buscas online
BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990) através do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (USA), website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. O
alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi realizado com o programa Clustal W (Thompson et
al., 1994). As sequéncias consenso foram determinadas com o programa Geneious Pro 4.5.5.

(Drummond et al.) website http://geneious.com.

4.2.2 Divulgacéao Cientifica
4.2.2.1 Levantamento de conhecimentos gerais sobre genética forense e conservagéo
bioldgica

Dados sobre os conhecimentos gerais da populagao acerca das areas de genética forense
e de conservagéo biolégica, suas associagdes e aplicabilidades, foram levantados a partir da

aplicacdo de um questionario de carater tanto qualitativo como quantitativo.

4.2.2.1.1 Elaboragao de questionério

Com o intuito de realizar uma coleta de dados acerca do grau de informagéo/compreensao
de diferentes grupos amostrais de distintos niveis de formagéao, sobre os principios, aplicagbes e
metodologias da area de genética forense associada a conservacgao biolégica, foram levados em

consideragédo a configuragao do grupo amostral, a técnica de amostragem, a determinagao do
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tamanho da amostra, a maneira de aplicagcado do questionario, o delineamento do questionario e a
avaliacdo deste.

De forma a englobar, de modo sucinto, informagdes basicas das areas forenses e de
conservacao bioldgica, o questionario foi elaborado contendo informagdes gerais de identificagdo
individual (sexo, idade, profissdo/formacao e grau de instrucdo) e cinco questdes de multipla
escolha em que, em cada uma delas, poderiam ser marcadas uma Unica ou mais de uma

alternativa (Anexo ).

4.2.2.1.2 Aplicagdo do questionario

Visando o levantamento de dados de diferentes segmentos sociais e profissionais, o
questionario elaborado foi aplicado a distintos grupos amostrais pertencentes a Universidade
Estadual Paulista - UNESP (Campus de Botucatu), constituidos por: (1) alunos de mestrado, (2)
alunos de doutorado, (3) docentes e (4) funcionarios técnico-administrativos.

O questionario foi encaminhado a todos os discentes e docentes vinculados aos
programas de pos-graduacao do Instituto de Biociéncias da UNESP (PPG em Ciéncias Bioldgicas
- Genética, PPG em Ciéncias Biologicas - Botanica, PPG em Biometria, PPG em Biologia Geral e
Aplicada, PPG em Farmacologia e PPG em Zoologia) e a todos os docentes e técnicos
administrativos vinculados aos departamentos do Instituto de Biociéncias da UNESP
(Departamentos de Anatomia, Bioestatistica, Educagao, Fisica e Biofisica, Fisiologia, Genética,
Micro-Imunologia, Morfologia, Parasitologia, Quimica e Bioquimica, Botanica, Zoologia e
Farmacologia).

O encaminhamento dos questionarios e a solicitacdo de preenchimento dos mesmos foram
feitos via e-mail, com endereco eletrbnico criado especialmente para tal finalidade
(geneticaposgraduacao@hotmail.com). A escolha desta forma de levantamento de dados levou
em consideragao o baixo custo, a rapidez e o grau de dificuldade do questionario (considerado de
facil e rapido preenchimento e, portanto, n&o necessitando de intermediarios). Os

encaminhamentos foram feitos durante os meses de margo, abril, maio, junho, julho, agosto e
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setembro de 2012. E-mails ndo respondidos dentro do prazo de um més foram re-encaminhados

nos meses subsequentes.

4.2.2.1.3 Avaliacdo dos questionarios

O programa computacional SPSS Statistics versao 17.0 (IBM) foi utilizado para as analises
estatisticas das respostas com a finalidade de um diagnéstico descritivo de variaveis. Os dados
foram posteriormente utilizados para confeccao de tabelas e graficos, utilizando o programa Excel
2007. Para a comparacao das respostas de cada questao por profissdo/formacéo e sexo, utilizou-
se o teste de Qui-Quadrado, pois as variaveis sdo qualitativas. A comparacgéo entre os sexos foi
realizada através do teste t e a comparagao entre as profissdes e programas foi feita através do
teste ANOVA (Analysis of Variance).

As questbes foram também analisadas por meio do calculo das frequéncias que
correspondem ao numero de individuos relacionado em porcentagem da quantidade de itens
assinalados, visto que todos os itens listados no questionario estdo corretos. Calculos de média,
desvio padrao, minimo e maximo do numero de itens assinalados também foram feitos. Valores
significativos foram encontrados através do teste Kruskal-Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952),
correspondente a um teste ndo paramétrico baseado no ordenamento de todos os dados

disponiveis para comparacao de tendéncia central entre grupos independentes.

4.2.2.2 Elaboracéo de folder de divulgacéo cientifica

As analises dos dados dos questionarios serviram para subsidiar/fembasar a elaboracao de
um folder de divulgagéo cientifica sobre os principios, aplicagbes e metodologias da area de
genética forense associada a conservagao bioldgica, com énfase no trafico de animais silvestres.
A escolha de elaboragédo de um folder como material de divulgacao cientifica baseou-se no
propésito (ser utilizado como uma ferramenta de comunicagao para informar produtos, atividades,
conceitos ou projetos especificos, caracteristicas técnicas ou agdes sociais) e nas caracteristicas
deste (impresso grafico de material dobrado e com ilustragdes, com uma sequéncia de

argumentos, de forma a despertar a curiosidade para a abertura do mesmo). Este material de
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divulgacdo tem como alvo a propria comunidade universitaria da UNESP-Botucatu, utilizada na
amostragem/levantamento de dados, e também professores e estudantes de escolas publicas e
particulares de ensino basico, visando além da aprendizagem, um alerta contra o trafico ilegal de
animais silvestres, especialmente as aves.

De forma a gerar um material ndo somente de difusdo cientifica (referente a todo e
qualquer processo usado para comunicag¢ao da informagao cientifica e tecnolégica) como também
de divulgacao cientifica (termo também conhecido como popularizagao cientifica, definida como o
uso de processos e recursos técnicos para a comunicagéo da informacéo cientifica e tecnoldgica

ao publico em geral), este folder foi elaborado com uma linguagem apropriada a este fim.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussado dos dados obtidos encontram-se apresentados na forma de
dois capitulos, referentes aos dados de amostragem biolégica e genéticos (Capitulo 1) e aos
dados de divulgagédo cientifica (Capitulo 2). Adicionalmente, parte dos dados de reviséo
bibliografica e dos resultados obtidos encontra-se no trabalho "Genética da conservagao aplicada

ao tréfico ilegal de aves", publicado na revista Saude, Etica e Justica (Anexo V).

5.1 CAPITULO 1

5.1.1 Espécies analisadas

No Brasil, estima-se que, por ano, 12 a 38 milhdes de animais silvestres estejam
envolvidos no trafico ilegal. Dado que o pais possui a mais rica avifauna do mundo, a maior
porcentagem de animais traficados refere-se a espécies deste grupo, o que corresponde a 4
bilhdes de animais comercializados ilegalmente. Deste total, cerca de 70% s&o destinadas ao
comeércio interno e o restante é exportado. Entretanto, apenas um reduzido nimero de aves é
apreendido e um numero ainda mais restrito é devolvido a natureza. Algumas espécies possuem
alta cotacdo no mercado internacional, como a arara-azul-de-lear (Anadorhynchus leari), que

chega a alcangar U$ 60 mil, e o papagaio-da-cara-roxa (Amazona brasiliensis), vendido por U$ 6
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mil, sendo destinadas a cole¢des e zooldgicos particulares. Outras espécies, como a arara-
vermelha grande (Ara chloroptera), o papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva), o papagaio-do-
mangue (A. amazonica) e o tucanugu (Ramphastos toco), comumente entram no mercado ilicito
como animais de estimacao (RIBEIRO & SILVA, 2007). Devido a este interesse, varias espécies
comercializadas ja encontram-se listadas pelo CITES (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora), no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacgada
de Extingao (MMA, 2008) e pela IUCN (International Union for Conservation of Nature, 2013).
Entre as 53 espécies analisadas no presente estudo, 31 encontram-se listadas pelo CITES
(Tabelas 6 - 9). Destas, trés espécies - Brotogeris tirica (periquito rico), Paroaria gularis (cardeal
da Amazbnia) e Amazona rhodocorytha (chaua) - sao endémicas do Brasil. Ressalta-se que,
embora algumas das espécies em estudo ndo contenham dados junto ao CITES, estas sao
comumente envolvidas no trafico de animais silvestres, dado que apreensdes da Policia Ambiental
e analises de feiras livres tém evidenciado seu comércio de forma corriqueira em diversas regides
do Brasil (FERREIRA & GLOCK, 2004; ARAUJO et al., 2010; NUNES et al., 2012).
Adicionalmente, algumas espécies analisadas - Sporophila maximiliani (bicudo), Guaruba
guarouba (ararajuba), Anodorhynchus hyacinthinus (arara azul), Amazona vinacea (papagaio de
peito roxo) e Amazona rhodocorytha (chaud) - encontram-se na lista oficial do MMA como
espécies da fauna nacional ameagadas de extingdo. Dados mais abrangentes, obtidos da IUCN
evidenciam que uma espécie - Cacatua sulphurea (cacatua de crista amarela) - é classificada
como "criticamente em perigo", cinco espécies - Guaruba guarouba (ararajuba), Ara rubrogenys
(ararinha de testa vermelha), Anodorhynchus hyacinthinus (arara azul), Amazona vinacea
(papagaio de peito roxo) e Amazona rhodocorytha (chaud) - séo classificadas como "em perigo",
uma espécie - Pionites leucogaster (marianinha de cabeca preta) - é categorizada como
"vulneravel" e quatro espécies - Sporophila maximiliani (bicudo), Gallicolumba luzonica (pomba
apunhalada), Tinamus solitarius (macuco) e Alipiopsitta xanthops (papagaio galego) - sao
categorizadas no nivel "quase ameacada" (Tabelas 6 a 9). Embora as demais espécies estudadas
sejam de baixa preocupagdo, segundo os critérios do IUCN, suas populagbes geralmente
encontram-se em declinio (Tabelas 6 a 9). Desta forma, pode-se identificar que, entre as espécies

do presente estudo comumente associadas ao trafico ilegal, diversas sdo também consideradas
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ameacadas de extingdo. Dados acerca destas espécies indicam que os fatores de declinio
populacional sdo geralmente associados tanto a degradacao ambiental como ao comércio ilegal.

Alipiopsitta xanthops, uma espécie de psitacideo que, no Brasil, encontra-se restrita a
regides de cerrado e caatinga (SNYDER et al., 2000), havia sido classificada, no periodo de 1994
a 2000, como "vulneravel". Entretanto, posteriormente, devido ao rapido declinio associado a
perda de habitat (STOTZ et al. 1996; SNYDER et al., 2000), passou a ser incluida na categoria
"quase ameacgada".

Outro psitacideo, endémico do Brasil e encontrado na faixa litoranea leste do pais, nos
estados de Alagoas e Bahia, até o leste de Minas Gerais, Rio de Janeiro e litoral-norte de Sao
Paulo, Amazona rhodocorytha vem sendo classificada como "em perigo" desde 2000, fato
associado a fragmentagdo severa e grande declinio populacional. Adicionalmente, o trafico de
individuos adultos e, especialmente, de filhotes, responde por uma ameaca adicional a espécie,
composta atualmente por cerca de 1.000 - 2.499 individuos. Atualmente, A. rhodocorytha pode ser
encontrada em fragmentos isolados de mata Atlantica no leste do Brasil, especialmente no estado
do Espirito Santo (KLEMANN et al., 2008). Outra espécie do género Amazona incluida neste
estudo, o papagaio de peito roxo A. vinacea, também classificada como "em perigo", possui um
numero global extremamente reduzido e as populagées vém sofrendo um declinio acentuado e
rapido. No Brasil, existe cerca de 1.500-2.000 individuos, o que esta associado a extensa perda
de habitat e fragmentagao, levando a espécie a ser considerada rara ao longo de sua area natural
de ocorréncia. Embora ainda existam populagdes no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Minas Gerais e Sao Paulo, Amazona vinacea provavelmente esta proxima a extingao na Bahia,
Espirito Santo e Rio de Janeiro. Adicionalmente, este é considerado o papagaio mais
comercializado e comumente visto como animal de estimagdo, na regiao Sul do pais, fato que
também tem levado ao declinio das populagées (BENCKE & RUPP, 2009).

Classificada como "vulneravel" até 1996, a maior espécie de arara - Anodorhynchus
hyacinthinus - atualmente encontra-se na categoria "em perigo" devido a rapida redugéo
populacional e a massiva captura ilegal com fins comerciais (COLLAR et al., 1992; ANON, 2004).
Ao menos 10.000 aves foram retiradas do ambiente natural na década de 1980 e, destas, 50%

foram destinadas ao mercado nacional (MITTERMEIER et al., 1990). Embora atualmente estes
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nuameros sejam muito mais reduzidos, o trafico ilegal da arara azul continua corriqueiro. A espécie
originalmente ocorria em trés areas do Brasil - leste da Amazonia,
Tocantins/Maranhao/Piaui/Bahia/Goias/Mato Grosso/Minas Gerais e Pantanal do Mato Grosso.
Atualmente, grande parte dos animais encontra-se localizada no Pantanal, local em que, desde
1990, a espécie tem dado sinais de recuperagdao e expansao (PINHO & NOGUEIRA, 2003;
ANON, 2004), provavelmente em resposta a programas nacionais de conservagdo. As demais
populagdes tendem a decrescer, contando com apenas cerca de 1.500 individuos, especialmente
devido ao desmatamento, queimadas, instalac&o de hidroelétricas, trafico e caga (ANON, 2004).

Atualmente, as populagdes de ararinha de testa vermelha Ara rubrogenys encontram-se
em declinio e sdo extremamente pequenas (ROJAS et al., 2012), caracteristicas que qualificaram
a espécie como "em perigo". Originaria da Bolivia, atualmente estima-se que existam entre 1.000
a 4.000 exemplares deste psitacideo, devido especialmente ao desmatamento e aos pesticidas
associados a agricultura (ROJAS et al., 2012). Adicionalmente, a espécie é comumente
correlacionada ao trafico de animais silvestres (PITTER & CHRISTIANSES, 1995).

O periquito rico, Brotogeris tirica, psitacideo nativo do Brasil, é tipico da Mata Atlantica e
ocorre desde os estados de Alagoas e Bahia até o Rio Grande do Sul. Embora seja considerado
um periquito comum, a espécie, além de sofrer os efeitos do desmatamento, também sofre grande
captura destinada ao comércio ilegal de animais silvestres (COLLAR, 1997; SICK, 1997), fato que
a levou a figurar na base de dados do CITES.

Similarmente ao observado para Anodorhynchus hyacinthinus, Cacatua sulphurea
(Cacatuidae) também subiu de nivel de ameaga devido a efeitos antrépicos. Até o ano de 1996,
esta espécie de cacatua era considerada como "em perigo". Atualmente, devido ao rapido declinio
populacional, especialmente associado ao trafico ilegal (WALKER et al., 2005; IMANSYAH et al.,
2005), a espécie encontra-se na categoria "criticamente em perigo". Adicionalmente, o
desmatamento associado a agricultura também acentuaram seu declinio (WALKER et al., 2005).

A espécie de Collumbidae Gallicolumba luzonica encontra-se, desde 2004, na categoria
"quase ameacgada" devido as populagbes pequenas, cujo declinio refere-se basicamente a caga.

Adicionalmente, como comum a outras espécies de aves, o declinio populacional da pomba
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apunhalada também esta relacionado ao desmatamento, fato associado a expansao da agricultura
(GIBBS et al., 2001).

Guaruba guarouba, espécie de psitacideo encontrado na bacia Amazénica e endémica das
regides de Tocantins, baixo Xingu e Tapajés, e classificada como "em perigo", tem seu declinio
associado a uma grande perda de habitat, especialmente devido a construcdo de rodovias, e a um
intenso trafico, sendo uma das espécies de aves mais cobigadas por comerciantes ilegais.
Atualmente, a ararajuba ocorre em remanescentes florestais bem conservados. Entretanto, dados
mais recentes tém indicado que o numero de individuos (entre 1.000 e 2.499) pode ser maior do
que previamente estimado (HENNESSEY, 2009), o que podera levar a uma nova classificacdo da
espécie como "vulneravel".

O bicudo Sporophila maximiliani, pertencente a familia Emberizidae, encontra-se na
categoria de "quase ameacgada" devido, especialmente, ao intenso trafico ilegal e a degradacao
ambiental. Embora, no Brasil tenha uma vasta distribuicdo - Amazonia, Brasil Central (Rondénia,
Mato Grosso), Nordeste (Alagoas, Bahia) e Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo) - a
espécie ja é considerada rara, ocorrendo em areas pontuais e dispersas, pois sofre uma constante
pressdo de captura. Atinge elevado valor no comércio ilegal de fauna silvestre, sendo bastante
procurada como ave de gaiola devido a seu canto (OLMOS, 1993; STOTZ et al., 1996).

Espécie passeriforme da familia Thraupidae encontrada na bacia Amazénica, o cardeal da
Amazonia Paroaria gularis vive em matas de varzeas e beiras de rios e, devido a sua plumagem
contrastante, tem suas populagdées em franco declinio devido ao comércio ilegal, sendo uma das
aves de gaiola mais procuradas e apreciadas no Brasil (SILVEIRA, 2012). Outra espécie
encontrada na regido amazonica, a marianinha de cabeca preta Pionites leucogaster, encontra-se
distribuida do Rio Madeira até o Maranhdo (DEL HOYO et al, 1997). Esta espécie de
Psittaciformes considerada de "baixa preocupacao” até 2009, atualmente é tida como "vulneravel",
especialmente devido ao desmatamento e a caga voltada ao comércio de animais silvestres
(SOARES-FILHO et al., 2006).

Colocada na categoria "quase ameacada", Tinamus solitarius (Tinamiformes, Tinamidae)

pode ser encontrada na mata Atlantica do Brasil, desde Pernambuco até o Rio Grande do Sul, e



41

também no sul do Mato Grosso (CABOT et al., 1992; SICK, 1993). Seu declinio é associado a sua
grande suscetibilidade a fragmentacgao florestal e ao trafico ilegal.

As aves silvestres pertencentes aos grupos Psittaciformes e Passeriformes sdo as mais
frequentemente capturadas na natureza e sao corriqueiras as apreensdes por autoridades
ambientais nacionais (WRIGHT et al., 2001), com posterior encaminhamento a Centros de
Recepcdo, Triagem e Reabilitacdo de Animais Silvestres (CETAS), Centros de Medicina e
Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) e Criadouros Cientificos de Fauna Silvestre. Tais
dados puderam ser também constatados para a regido de Botucatu (SP), ja que estavam
disponiveis para o presente estudo diversos Psittaciformes e Passeriformes mantidos junto ao
CETAS do Instituto Floravida e ao CEMPAS da UNESP (Tabelas 6 e 7).

Dados adicionais da Policia Ambiental de Botucatu indicam que, nos anos de 2009, 2010,
2011 e 2012, foram apreendidos, respectivamente, 533, 770, 300, 41 e 1.644 exemplares de
diferentes espécies de aves nesta regido. Entre as aves mais comumente associadas ao tréafico
ilegal na regido encontram-se espécies da familia Emberizidae, como o trinca ferro (Saltador
similis) e o canario da terra (Sicalis flaveola), da familia Turdidae, como o sabia laranjeira (Turdus
rufiventris), e da familia Psittacidae, como a maitaca verde (Pionus maximiliani) e o papagaio
verdadeiro (Amazona aestiva) (Policia Ambiental de Botucatu, informagéao pessoal).

Dada sua habilidade de imitar a voz humana, inteligéncia, beleza e docilidade, os
Psittacidae compreendem as aves mais populares e procuradas como animais de estimagado no
mundo, fato que também as torna as mais comercializadas ilegalmente (RENCTAS, 2002). De
acordo com SICK (1997), apenas cerca de 5% dos psitacideos comercializados s&o provenientes
de criacdo em cativeiro, sendo o restante retirado de seu ambiente natural. Embora a reprodugao
destes animais seja dificil em cativeiro, existe um crescente aumento de criatérios legalizados no
pais e o dominio de técnicas de reproducdo deve aumentar a oferta de animais a serem
comercializados de forma legal. O niumero de espécies de psitacideos presentes no Criadouro
C.A. e no Criadouro Pogos de Caldas (Tabelas 8 e 9) e disponibilizados para o presente estudo
evidenciam esta tendéncia.

De forma similar com o que ocorre em relagao ao trafico ilegal interno no Brasil, espécies

de Psittaciformes e Passeriformes sdo também comumente envolvidas no comeércio ilegal
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internacional. A presenca de espeécies nao nativas do Brasil - como Bolborhynchus lineola,
encontrada na Bolivia, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras,
México, Nicaragua, Panama, Peru e Venezuela, e Thraupis abbas, natural de El Salvador,
Guatemala, Honduras, México e Niacaragua - junto ao CETAS do Instituto Floravida (Tabela 6) e
ao CEMPAS da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Tabela 7) mostra que

espécies exoticas podem estar associadas ao comércio ilegal na regido de Botucatu.
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Tabela 6: Dados de ameaca de extingao e trafico ilegal das espécies estudadas oriundas do Projeto Centrofauna, correspondente
a um Centro de Recepg¢ao, Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres (CETAS) mantido pela ONG Instituto Floravida (Empresa
Anidro do Brasil, Botucatu, SP). ID, numero de identificacdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de
Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP). IUCN - International Union for Conservation of Nature (Red List Data, 2013), MMA -

Ministério do Meio Ambiente (Livro Vermelho das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo, 2008), CITES -

Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (Species Database, 2013).

Nome Popular

Nome Cientifico

Ordem

Familia

IUCN

MMA

CITES

Maitaca verde

Pionus maximiliani

Periquitdo maracana

Aratinga leucophthalma

Papagaio verdadeiro

Amazona aestiva

Curica

Amazona amazonica

Catarina

Bolborhynchus lineola

Psittaciformes

Psittacidae

LC

pop. tende a
decrescer

LC

pop. tende a
decrescer

LC

pop. tende a
decrescer

LC

pop. tende a
decrescer

LC
pop. estavel

Sabia laranjeira

Turdus rufiventris

Tico tico

Zonotrichia capensis

Azuléo

Cyanoloxia brissonii

Trinca ferro verdadeiro

Saltator similis

10

Cardeal da Amazénia

Paroaria gularis

11

Bico de prata

Ramphocelus carbo

Passeriformes

Turdidae

LC
pop. estavel

Emberizidae

LC
pop. estavel

Cardinalidae

Thraupidae

LC

pop. tende a
decrescer

LC
pop. estavel

+(EB)

LC
pop. estavel

12

Pomba doméstica

Columba livia

Columbiformes

Columbidae

LC

pop. tende a
decrescer

13

Tucanugu

Ramphastos toco

Piciformes

Ramphastidae

LC

pop. tende a
decrescer

14

Anu branco

Guira guira

Cuculiformes

Cuculidae

LC
pop. tende a crescer

15

Beija flor tesoura

Eupetomena macroura

Apodiformes

Trochilidae

LC
sem dados pop.

Categoria da IUCN: LC, Least Concern (baixa preocupagao).
pop., populagao; +, presente na respectiva lista; -, ausente na respectiva lista; EB, endémica do Brasil.
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Tabela 7: Dados de ameaca de extingdo e trafico ilegal das espécies estudadas oriundas do Centro de Medicina e Pesquisa em
Animais Silvestres (CEMPAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP (Botucatu, SP). ID, nimero de
identificagdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP).
IUCN - International Union for Conservation of Nature (Red List Data, 2013), MMA - Ministério do Meio Ambiente (Livro Vermelho
das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo, 2008), CITES - Convention on International Trade in Endangered

Species of Wild Fauna and Flora (Species Database, 2013).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia IUCN MMA CITES

16 Bicudo Sporophila maximiliani Emberizidae NT + -

pop. tende a
decrescer

17 Galo da campina Paroaria dominicana LC - -
pop. estavel

18 Sanhago Thraupis abbas Passeriformes LC - -

Thraupidae pop. estavel

19 Coruja buraqueira Athene cunicularia LC - +

pop. tende a
decrescer

20 Rolinha roxa Columbina talpacoti Columbiformes Columbidae LC - -

pop. tende a
crescer

21 Seriema Cariama cristata Cariamiformes Cariamidae LC - -
pop. estavel

22 Gaviao Buteo magnirostris Accipitriformes Accipitridae LC - +

pop. tende a
crescer

23 Falcao de coleira Falco femoralis Falconiformes Falconidae LC - +

pop. tende a
crescer

24 Tucanugu Ramphastos toco Piciformes Ramphastidae LC - -

pop. tende a
decrescer

25 Periquito rico Brotogeris tirica LC - +(EB)
pop.estavel

- - - Psittaciformes Psittacidae
26 Papagaio verdadeiro Amazona aestiva LC - +

pop. tende a
decrescer

Categorias da IUCN: NT, Near Threatened (quase ameacada); LC, Least Concern (baixa preocupagao).
pop., populagéo; +, presente na respectiva lista; -, ausente na respectiva lista.
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Tabela 8: Dados de ameacga de extingdo e trafico ilegal das espécies estudadas oriundas do Criadouro C.A. (Itatiba, SP). ID,
numero de identificagdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias,
UNESP). IUCN - International Union for Conservation of Nature (Red List Data, 2013), MMA - Ministério do Meio Ambiente (Livro
Vermelho das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo, 2008), CITES - Convention on International Trade in

Endangered Species of Wild Fauna and Flora (Species Database, 2013).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia IUCN MMA | CITES
27 Léris rubritorquis Trichoglossus LC - +
haematodus rubritorquis pop. tende a
decrescer
28 Marianinha de cabega | Pionites melanocephalus o L LC - +
reta Psittaciformes Psittacidae .
p pop. estavel
29 Marianinha de cabeca Pionites leucogaster VU - +
amarela pop. estavel
30 Cacatua de crista Cacatua sulphurea Cacatuidae CR - +
amarela pop. tende a
decrescer
31 Melro metalico Lamprotornis purpureus Passeriformes Sturnidae LC - -
purpura pop. estavel
32 Pomba de fruta Ptilinopus perlatus LC - -
perlatus pop. estavel
33 Pomba de fruta Ptilinopus melanospilus LC - -
melanospila pop. estavel
34 Pomba soberba Ptilinopus superbus LC - -
pop. estavel
35 Pomba apunhalada Gallicolumba luzonica c i o . NT - +
olumbiformes olumbidae pop. tende a
decrescer
36 Pomba asa verde Chalcophaps indica LC - -
pop. tende a
decrescer
37 Pomba de fruta Ducula aenea paulina LC - -
chalconota pop. estavel
38 Pomba coleira Streptopelia risoria - - -
39 Turaco persa ou Tauraco leucolophus LC - +
turaco de crista pop. estavel
branca Musophagiformes Musophagidae
40 Turaco de orelha Tauraco leucotis LC - +
branca pop. estavel
41 Turaco violeta Musophaga violacea LC - +
pop. estavel
42 Macuco Tinamus solitarius Tinamiformes Tinamidae NT - +
pop. tende a
decrescer

Categorias da IUCN: LC, Least Concern (baixa preocupacéo); VU, Vulnerable (vulneravel); CR, Critically Endangered
(criticamente em perigo); NT, Near Threatened (quase ameacada).
pop., populacéo; +, presente na respectiva lista; -, ausente na respectiva lista.
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Tabela 9: Dados de ameaca de extingao e trafico ilegal das espécies estudadas oriundas do Criadouro Pogos de Caldas (Pogos
de Caldas, MG). ID, nimero de identificagdo dos animais junto ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética,
Instituto de Biociéncias, UNESP). IUCN - International Union for Conservation of Nature (Red List Data, 2013), MMA - Ministério do
Meio Ambiente (Livro Vermelho das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo, 2008), CITES - Convention on

International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (Species Database, 2013).

ID Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia IUCN MMA CITES

43 Ararajuba Guaruba guarouba EN + -

pop. tende a
decrescer

44 Arara vermelha Ara chloropterus LC - +

grande pop. tende a
decrescer

45 Araracanga Ara macéo LC - +

pop. tende a
decrescer

46 Arara canindé Ara ararauna Psittaciformes Psittacidae LC - +

pop. tende a
decrescer

47 Macarana - guagu Ara severus LC - +
pop. estavel

48 Ararinha de testa Ara rubrogenys EN - +

vermelha pop. tende a
decrescer

49 Arara azul grande Anodorhynchus EN + +
hyacinthinus pop. tende a
decrescer

50 Papagaio campeiro Amazona ochrocephala - -

51 Papagaio galego Alipiopsitta xanthops NT -
pop. tende a
decrescer

52 Papagaio moleiro Amazona farinosa LC - +

pop. tende a
decrescer

53 Papagaio de peito Amazona vinacea EN + +

roxo pop. tende a
decrescer

54 Chaua Amazona rhodocorytha EN + + (EB)

pop. tende a
decrescer

55 Grauna Gnorimopsar chopi Passeriformes Icteridae LC -
pop. estavel

Categorias da IUCN: EN, Endangered (em perigo); NT, Near Threatened (quase ameagada).
pop., populagéo; +, presente na respectiva lista; -, ausente na respectiva lista; EB, endémica do Brasil.
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5.1.2 Analises genéticas
5.1.2.1 Isolamento de DNA

Amostras de DNA foram obtidas de 124 exemplares, pertencentes a 53 espécies de aves
de familias diversas (Tabelas 2 a 5), por meio da utilizagdo de diferentes materiais bioldgicos
(penas adultas, penas em crescimento e sangue) e diferentes técnicas de extracao
(fenol/cloroforimo/alcool isoamilico, kit Phire Animal Tissue Direct PCR e FTA Classic Card).

O uso de penas e sangue para isolamento de DNA representa uma forma n&o destrutiva
de amostragem biologica em aves (WAITS et al., 2005; PAULI et al, 2009). Embora invasivas, as
coletas de penas e de sangue implicam somente em um pequeno periodo de estresse aos
animais, dado que é necessario realizar a contencdo e a manipulagdo destes. Nao foram
relatados quaisquer problemas associados a infecgdes, morte ou alteragdes no comportamento
dos animais utilizados no presente estudo.

As amostras de DNA obtidas de penas em crescimento, utilizando tanto a metodologia que
emprega fenol/cloroférmio/alcool isoamilico como o kit Phire Animal Tissue Direct PCR,
apresentaram valores de 1,8 a 2,1 em comparacgdes de absorbancia a 260/280nm. Amostras de
DNA isoladas de penas adultas, com ambas metodologias, mostraram valores muito abaixo dos
parametros ideais, neste mesmo espectro de absorbancia. Adicionalmente, embora as penas
coletadas tenham apresentado grande variagao de tamanho, penas em crescimento, grandes ou
pequenas, resultaram em amostras de DNA de melhor qualidade (mais integras) e em maior
quantidade quando comparadas com penas ja adultas (Figura 7). Tal resultado pode ser
correlacionado a presenga de tecido rico em divisdes celulares na regido da polpa dérmica das
penas em crescimento, caracteristica que tem tornado este material comumente empregado em
metodologias nao destrutivas para isolamento de DNA de penas de diferentes espécies de aves
(TABERLET & BOUVET, 1991; SEGELBACHER, 2002).

Em relagdo a aplicagcdo de metodologia de isolamento de DNA com o uso de
fenol/cloroférimo/alcoo isoamilico, penas em crescimento com a regido do calamo (base da pena
inserida na derme e que contém um pouco de tecido) maior que 1-2 cm forneceram resultados

melhores (quantidades de DNA variaveis entre 20-150 ng/upl). Penas com calamos de menor
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tamanho (menor do que 1 cm) mostraram-se ndao muito adequadas, ja que forneceram
quantidades reduzidas de DNA (5-10ng/ul), o que dificulta sua aplicagdo em analises moleculares

em que ha necessidade de utilizagado de maiores quantidades de DNA.
- VY iﬁ
» ' . .

(A) (B)

Figura 7: Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando amostras

de DNA obtidas a partir de penas em crescimento (A) e de penas adultas (B).

Embora penas adultas tenham gerado DNA de menor qualidade e em menor quantidade, o
kit Phire Animal Tissue Direct PCR mostrou-se adequado para isolamento de amostras da regido
do umbilico superior (Figura 8), mesmo em calamos menores que 1cm. Como nesta regido se
encontra um pequeno coagulo de sangue remanescente da artéria axial (PROCTOR & LYNCH,
1993), mesmo penas adultas em que a polpa mesenquimal foi completamente reabsorvida do
cadlamo e em que, portanto, apenas permanece uma polpa queratinizada (HODGES, 1974),

podem corresponder a uma alternativa para o isolamento de DNA (HORVATH et al., 2005).

(R) (B)

Figura 8: Representacées de penas de aves, indicando as regides do calamo, umbilico
superior e umbilico inferior (A) e do coagulo de sangue presente na regido do umbilico
superior (B). Modificado de HORVATH et al. (2005).
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As amostras de DNA sangue, todas isoladas a partir de cartdes FTA, mostraram-se de 6tima
qualidade, com valores de 1,8 a 2,1 em comparagbes de absorbancia a 260/280nm ao
espectrofotdmetro. A presenca de produtos quimicos que lisam as células associada a presenca
de produtos que desnaturam proteinas e protegem os acidos nucléicos de danos de nucleases e
de radiagdes UV, permitem a correta manutencao dos tecidos e posterior extragdo de amostras de
DNA integras. (GE Healthcare Life Sciences Aplication Note 28-9822-24). Além disso, o kit
permitiu a obtencdo de DNA em um tempo extremamente reduzido (cerca de 50-60 minutos)
quando comparado ao tempo despendido a obtencdo de DNA pelo uso de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (2 dias). Embora amostras de sangue de aves geralmente levem a obtengdo de DNA
de excelente qualidade e quantidade, ja que os eritrécitos destes animais sdo nucleados sendo,
portanto, uma rica fonte de DNA nuclear, a quantidade das amostras de DNA obtidas no presente
estudo foi baixa, fato que pode estar associado a utilizacdo de apenas uma gota de sangue de
cada animal por meio do corte da unha.
Todas as amostras de DNA obtidas foram amplificadas com sucesso via PCR, evidenciando
que tanto as diferentes amostras biolégicas como as diferentes metodologias utilizadas foram
eficientes para obtencdo de quantidades suficientes de DNA para as andlises de sexagem

molecular.

5.1.2.2 Sexagem molecular

A identificacdo de machos e fémeas em diversas espécies de aves pode ser atualmente
realizada por meio da denominada “sexagem molecular’, em que se analisa uma determinada
porcdo do genoma que apresenta diferengas entre os sexos. Como as aves apresentam um
sistema de determinagéo 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 identificacdo do sexo nestes animais (MIYAKI et al., 1998).

Um destes marcadores identificados em aves refere-se ao gene CHD (cromo-helicase-
DNA-ligante) - o gene CHD-Z é encontrado no cromossomo Z, ocorrendo, portanto em ambos os

sexos, enquanto o gene CHD-W localiza-se no cromossomo W, presente somente nas fémeas
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(GRIFFITHS et al., 1998). Nao ha evidéncias de recombinagéo entre estes dois genes e nenhuma
copia autossémica foi identificada (KAHN & QUINN, 1999). Embora em algumas aves os introns
destes genes possuam tamanhos muito similares, como evidenciado em avestruz e emu (Ratitas),
na maioria das espécies o tamanho do gene CHD é um pouco maior no cromossomo W,
comparado ao tamanho deste gene presente no cromossomo Z, devido a presenca de bases
adicionais em uma regido de intron (GRIFFITHS et al., 1998).

Diferentes conjuntos de oligonucleotideos foram desenvolvidos para serem utilizados em
PCR para amplificagdo de segmentos dos genes CHD-Z e CHD-W em um grande numero de
espécies de aves, de forma a identificar diferencas de tamanho nos introns destes genes
(ELLEGREEN, 1996; GRIFFITHS et al., 1996; ELLEGREN & SHELDON, 1997; GRIFFITHS et al.,
1998; FRIDOLFSSON & ELLEGREN, 1999). 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 regiao de intron que difere em tamanho entre os dois genes, resultando
na identificacdo de um unico fragmento de DNA em machos (gendtipo homozigoto) e de dois
fragmentos distintos em fémeas (gendtipo heterozigoto) (GRIFFITHS et al., 1998).

Dado o exposto, no presente trabalho, a identificacdo do sexo de exemplares de espécies
de aves pertencentes a diferentes ordens e familias foi feita por meio da amplificagdo dos genes
CHD-Z e CHD-W \tilizando os primers P2 e P8 em PCR. Para todos os 124 exemplares
analisados, de 53 espécies diferentes, pertencentes as ordens Psittaciformes (familias Psittacidae
e Cacatuidae), Passeriformes (familias Turdidae, Emberezidae, Cardinalidae, Thraupidae,
Sturnidae e Icteridae), Columbiformes (familia Columbidae), Piciformes (familia Ramphastidae),
Cuculiformes (familia Cuculidae), Apodiformes (familia Trochilidae), Cariamiformes (familia
Cariamidae), Accipitriformes (familia Accipitridae), Falconiformes (familia Falconidae),
Musophagiformes (familia Musophagidae) e Tinamiformes (familia Tinamidae) (Tabelas 2 a 5), foi
possivel gerar produtos de amplificagéo e visualizar um ou dois fragmentos de DNA em gel de
agarose 2%. Dois fragmentos de DNA de tamanhos distintos foram evidenciados para fémeas e

um unico fragmento de DNA foi evidenciado para machos (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Produtos de PCR, relativos a amplificagdo de genes CHD-Z e CHD-W em diferentes espécies de aves,
visualizados em gel de agarose 2%. 1. Saltator similis (trinca ferro - macho), 2. Turdus rufiventris (sabia laranjeira -
fémea), 3. Pionus maximiliani (maritaca - macho), 4. Aestiva aestiva (papagaio verdadeiro - macho), 5. Aratinga
leucophthalmus (periquitdo maracana - fémea), 6. Loris rubritorquis (loris - macho), 7. Aestiva aestiva (papagaio
verdadeiro - fémea), 8. Elanus leucurus (gavido - macho), 9. Falco femoralis (falcdo de coleira - fémea), 10.

Gnorimopsar chopi (passaro preto - fémea). M, marcador de peso molecular de 1Kb (indicagbes em pares de bases).
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Figura 10: Produtos de PCR, relativos a amplificagdo de genes CHD-Z e CHD-W em diferentes espécies de aves,
visualizados em gel de agarose 2%. 1. Guaruba guarouba (ararajuba - macho), 2. Guaruba guarouba (ararajuba -
fémea), 3. Ara chloroptera (arara vermelha - macho), 4. Ara chloroptera (arara vermelha - fémea), 5. Ara macao
(araracanga - macho), 6. Ara macao (araracanga - fémea), 7. Ara ararauna (arara canindé - macho), 8. Ara ararauna
(arara canindé - fémea), 9. Anodorhynchus hyacinthinus (arara azul - macho), 10. Anodorhynchus hyacinthinus (arara
azul - fémea). M, marcador de peso molecular de 1Kb (indicagdes em pares de bases).
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Os resultados positivos obtidos confirmam o descrito inicialmente por GRIFFITHS et al.
(1996, 1998) de que o conjunto de primers P2 e P8 é realmente adequado para amplificagdo de
segmentos de DNA de diferentes tamanhos associados aos genes CHD-Z e CHD-W, o que
permite a realizacdo da sexagem molecular com precisdo em um grande numero de espécies de
aves. Diversos outros trabalhos, envolvendo distintas aves também evidenciaram resultados
eficazes de determinacdo do sexo utilizando a metodologia proposta por GRIFFITHS et al. (1998)
(MIYAKI et al.,1998; ANCIAES & DEL LAMA, 2002; FARIA et al., 2007; VUCICEVIC et al., 2012).

Embora a identificagdo do sexo em aves possa ser realizada por meio de varias técnicas,
como laparoscopia, dosagem de esterdides e cariotipagem, estas envolvem procedimentos muitas
vezes extremamente invasivos, que causam grande nivel de estresse nos animais, demandam
treinamento técnico muito especifico e nem sempre resultam em dados plenamente confiaveis. A
laparoscopia requer anestesia e o procedimento deve ser realizado por um cirurgido veterinario.
Além disso, os animais necessitam de cuidados pds-operatorios. A sexagem por meio da analise
de esterdides € demorada e os niveis hormonais s&o variaveis tanto em individuos adultos, pois
sao dependentes das condicbes reprodutivas dos animais, como em embrides em diferentes
estagios de desenvolvimento. Procedimentos citogenéticos que visam a andlise cariotipica
demandam tempo e geralmente metafases apropriadas sao somente obtidas apds varias
tentativas devido a necessidade de padronizacdo das preparagdes celulares diretas ou das
culturas celulares (GRIFFITHS et al., 1998). Desta forma, a sexagem de aves por meio de
analises de DNA, além de conferir um alto grau de confiabilidade ao resultado, possui outras
vantagens em relagdo as demais técnicas, como 0 menor estresse e riscos de danos aos animais
e possibilidade de ser aplicada em qualquer fase do desenvolvimento.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que foi possivel implementar, junto
ao Laboratério de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UNESP),
a metodologia de sexagem molecular de aves. Embora as analises tenham sido restritas a alguns
animais encontrados junto a quatro centros conservacionistas, pode-se considerar que tais
resultados positivos sirvam de base para a implementagao futura de um servigo corriqueiro de

sexagem molecular de aves.
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Para cada um dos individuos analisados no presente trabalho, foi emitido um laudo de
diagnéstico de sexagem molecular (Anexo Il). Neste laudo, consta o nome cientifico € 0 nome
comum da espécie, o tipo de amostra biolégica para isolamento de DNA, o nome do proprietario
do animal (ou local em que o animal encontra-se alocado) e o resultado, ou seja, qual o sexo do
animal. Além disso, este laudo também pode incluir informacdes de identificacdo dos animais,
como numero de anilha, quando pertinente. Os resultados obtidos apresentam alta confiabilidade,
fator comprovado pela repeticdo da analise de sexagem de um mesmo individuo e pela utilizagao
de amostras de DNA controle em PCR.

Laudos de sexagem molecular de todos os animais analisados foram encaminhados ao
Centro de Recepcao, Triagem e Reabilitacdo de Animais Silvestres (CETAS) mantido pela ONG
Instituto Floravida (Empresa Anidro do Brasil, Botucatu, SP), ao Centro de Medicina e Pesquisa
em Animais Silvestres (CEMPAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP
(Botucatu, SP), ao Criadouro C.A. (ltatiba, SP) e ao Criadouro Pogos de Caldas (Pogos de Caldas,
MG), que mantiveram parceria com o Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da
UNESP para realizacido do presente trabalho.

Em aves, nem sempre é possivel identificar o género somente pela observacdo de
caracteristicas morfoldgicas e/ou comportamentais. A correta identificagdo do sexo pode ser dificil
até mesmo em espécies que apresentam dimorfismo sexual, ja que tais caracteristicas muitas
vezes sao sutis e/ou aparecem somente apdés o periodo de maturidade sexual (POUGH &
HARVEY, 1999). Desta forma, dados de sexagem em aves sao extremamente importantes em
estudos de ecologia animal, comportamento e estrutura populacional e, especialmente, no manejo
e conservagao de espécies (RASO & WERTHER, 2004). No caso de aves em cativeiro para as
quais sdo desenvolvidos programas de reproducao, muitos destes com fins conservacionistas, a
sexagem é fundamental com o intuito de manter juntos machos e fémeas em um mesmo viveiro
ou gaiola. A correta formacao de casais € especialmente dificil em espécies de aves que nao
apresentam dimorfismo sexual externo aparente, como ocorre em Psittacidae e Ramphastidae.

Programas de reprodugcdo em cativeiro também podem auxiliar na redu¢do do comércio
clandestino de animais silvestres, a medida que exista a possibilidade de aquisi¢do de animais de

maneira licita e confiavel. Tal fato tem sido incentivado pelo IBAMA, por meio das Portarias 117 e
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118, de 15 de outubro de 1997, que normatizam a criagdo em cativeiro de espécies nativas e a

comercializagdo de animais vivos e abatidos e incentivam a criagdo legal de animais em

criadouros conservacionistas (ALLGAYER & CZIULIK, 2007).

Desta forma, entende-se que os dados de sexagem molecular de espécies de aves obtidos

no presente trabalho (Tabela 10) e que foram encaminhados aos quatro centros conservacionistas

possam melhor subsidiar programas de recuperagédo, manutencao e reproducado em cativeiro e de

soltura ou reintroducao desenvolvidos nestes locais, com especial importancia para formagao de

casais potencialmente reprodutores.

Tabela 10: Dados de sexagem molecular associados as instituigdes de origem dos animais analisados: (A) Projeto Centrofauna-
CETAS; (B) CEMPAS-FMVZ-UNESP; (C) Criadouro C.A; (D) Criadouro Pogos d Caldas.

Nome Popular Nome Cientifico Ordem Familia No. total No. de machos | No. de fémeas
de e instituicao de e instituicao
individuos origem de origem
Ararajuba Guaruba guaruba 2 (D)
Arara vermelha Ara chloropterus 2 (D)
grande
Araracanga Ara macao 2 (D)
Arara canindé Ara ararauna 2 (D)
Ararinha de testa Ara rubrogenys 1 (D)
vermelha
Maracana - guagu Ara severus 2 (D)
Arara azul grande Anodorhynchus 2 (D)
hyacinthinus
Maitaca verde Pionus maximiliani 8 (A)
Periquitdo maracana Aratinga Psittaciformes Psittacidae 4 (A)
leucophthalma
Papagaio verdadeiro Amazona aestiva 8 (A)
8(B)
Papagaio campeiro Amazona 2 (D)
achrocephala
Papagaio moleiro Amazona farinosa 2 (D)
Papagaio de peito Amazona vinacea 2 (D)
roxo
Chaua Amazona rhodocorytha 2 (D)
Papagaio galego Alipiopsitta xanthops 2 (D)
Periquito rico Brotogeris tirica 5(B)
Marianinha de cabeca Pionites 2(C)
preta melanocephalus
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Marianinha de cabecga Pionites leucogaster 4 (C)
amarela
Curica Amazona amazonica 1(A)
Catarina Bolborhynchus lineola 3(A)
Léris rubritorquis Trichoglossus 1(C)
haematodus
rubritorquis
Cacatua de crista Cacatua sulphurea Cacatuidae 1(C)
amarela
Sabia laranjeira Turdus rufiventris Turdidae 4 (A)
Grauna Gnorimopsar chopi Icteridae 2 (D)
Tico tico Zonotrichia capensis 2 (A)
Emberizidae
Bicudo Sporophila maximilliani 1(B)
Azulao Cyanoloxia brissonii Cardinalidae 2 (A)
Melro metélico Lamprotornis Sturnidae 1(C)
urpura urpureus
pap purp Passeriformes
Trinca ferro Saltator similis 6 (A)
verdadeiro
Cardeal da Amazébnia Paroaria gularis 1(A)
Bico de prata Ramphocelus carbo 3(A)
Thraupidae
Galo de campina Paroaria domenicana 2(B)
Sanhaco Thraupis abbas 1(B)
Coruja buraqueira Athene cunicularia 1(B)
Pomba doméstica Columba livia 2 (A)
Pomba de fruta Ptilinopus perlatus 1(C)
perlatus
Pomba de fruta Ptilinopus melanospilus 1(C)
melanospila
Pomba soberba Ptilinopus suberbus 1(C)
- - Columbiformes Columbidae
Pomba apunhalada Gallicolumba luzonica 1(C)
Pomba asa verde Chalcophaps indica 1(C)
Pomba de fruta Ducula aenea paulina 1(C)
chalconata
Pomba coleira Streptopelia risoria 1(C)
Rolinha roxa Columbina talpacoti 1(B)
Tucanugu Ramphastos toco Piciformes Ramphastidae 8 (A)
2(B)
Anu branco Guira guira Cuculiformes Cuculidae 1(A)
Beija flor tesoura Eupetomena macroura Apodiformes Trochilidae 1(A)
Seriema Cariama cristata Cariamiformes Cariamidae 1(B)
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Gaviao Buteo magnirostris Accipitriformes Accipitridae 1(B)
Falcéo de coleira Falco femolaris Falconiformes Falconidae 2 (B)
Turaco persa ou Tauraco leucolophus 1(C)

turaco de crista

branca Musophagiformes Musophagidae

Turaco de orelha Tauraco leucotis 1(C)
branca

Turaco violeta Musophaga violacea 1(C)

Macuco Tinamus solitarius Tinamiformes Tinamidae 1(C)

5.1.2.3 Caracterizacdo de segmentos de DNA associados aos genes CHD

A amplificagdo de fragmentos de DNA associados aos genes CHD em aves de distintas
ordens e familias permitiu identificar diferencas no tamanho de fragmento destes genes entre
espécies diferentes, tanto em machos como em fémeas (Figura 9), conforme ja descrito também
para outras espécies (GRIFFITHS et al., 1998; GRIFFITHS, 2000; FRIDOLFSSON & ELLEGREN,
2000; ANCIAES & DEL LAMA, 2002). Para as espécies analisadas no presente trabalho, o
tamanho do segmento do gene CHD-Z amplificado variou de cerca de 360 a 530 pares de bases
(pb) e o tamanho do fragmento associado ao gene CHD-W amplificado variou de
aproximadamente 400 a 580 pb.

Com o objetivo de caracterizar os polimorfismos de comprimento nos genes CHD, alguns
fragmentos amplificados que apresentaram maior diferengca de tamanho entre espécies foram
selecionados para serem clonados e, posteriormente, sequenciados. Fragmentos de DNA
associados aos genes CHD-Z de Bolborhynchus lineola (Psittaciformes, Psittacidae), Columba
livia (Columbiformes, Columbidae) e Falco femoralis (Falconiformes, Falconidae), que
apresentaram diferencas de tamanho facilmente visualizadas em gel de agarose 2% (Figura 11)
foram caracterizados quanto a sua sequéncia nucleotidica. Para tanto, cinco clones de cada
fragmento foram obtidos e, a partir destes, foram geradas sequéncias nucleotidicas consenso. A
Figura 12 evidencia as sequéncias nucleotidicas consenso geradas para cada uma das trés
espécies analisadas e a Figura 13 mostra o alinhamento destas sequéncias. Comparagdes entre

as sequéncias parciais dos genes CHD-Z destas espécies indicam uma similaridade de 76,08%
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entre C. livia e F. femoralis, 69,97% entre B. lineola e F. femoralis e 65,21% entre B. lineola e C.

livia.

S.000 -

2000 -
1 .600 -

1 .000 -
S50 -
550 -

SO0 -
400 -

300 -

200 -

100 -

Figura 11: Produtos de PCR, relativos a amplificagdo de genes
CHD-Z. 1. Bolborhynchus lineola (catarina), 2. Columba livia (pomba
comum), 3. Falco femoralis (falcao de coleira). M, marcador de peso

molecular de 1Kb (indicagbes em pares de bases).

(A)
TCTGCATCGCTAAATCCTTTAATATTTTCGCGAGGAATAGTTCGTGGTCGTCCACGTTTTCTTGGTCGTTTTCTTTCTGAGATGGAGTCACTATCAGATCCAGAATATCT
TCTGCTCCTACTGTGTCTCCTTTCACTTCCATTAAACCTGATCTGGAATTTCAGATTAAGTAGTTCAAAGCTATGTGACTAAAACATTTTTTTAATGTGTTATCTAGCCTG
TCAAAAATTAGGGAGAGAGTAGGTGTGGAGGGTGTCATATGTGAAAATCACACAACCCAAAAGTACAAGCCAAAAGAAGAGTAATAACAAACCAAACCAACCA
ACCATCACCACCAACAAAAAACAAAGTTAATTGGTCAAACCCCAGAGATACCTGTTTTGCACAGTTCCTCATCCTTGGGAG 405 pb

(®B)
GCATCGCTAAATCCTTTAATATTTTCTCGAGGAATGGTTCGTGGTCTTCCACGTTTTTTTGGCCGTTTTCTTTCTGATATGGAGTCACTATCAGATCCAGAGTATCTTCTG
CTCCTACTGCGCCTTCCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTCAGAATAAGTAGTTCAAAGCTATGCGATTGACAAACACAGGTCAAGTTTTGCCTAACCTGTC
AAAAATACGTGTTCAGAAAACGGAAAAAACCCTAAAAAAACAAAACCCAACAACAATCCCCAACAAACTAAACCAACAGCAACACAAAAGCACAAGTCAATCA
GAACCAAGACACWCCTGTTTTGCACAGTTTCTCATCCTTGGGAGA 368 pb

(©)
TCTGCATCGCTAAATCCTTTGATATTTTCTCGAGGAATAGTTCGTGGTCTTCCACGTTTTTTTGGCCGTTTTCTTTCTGAGATGGAGTCACTATCAGATCCAGAGTATCTT
CTGCTCCTACTGCGCCTCCCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTCAAGATATGCAGTTCAAAGCCAGATGATTAACAAACATAAATAAATTTTTGCCTACTCT
GAAAAAAATATGTGTTCAGAAAAGTGGGAAAAAAAACCCCAAACCCGACAACAACAACCACCAAACAAATCAACAGCAAAATAAAAGAACAAGTCAGTAAGAAC
TGTAAACAGTAAAAAAAAAAAAGAAACAGTAAGAAGTAAAAAAACACACCTGTTTTGCACAGTTCCTCATCCTTGGGAG 403 pb

Figura 12: Sequéncias nucleotidicas consenso relativas a uma regido parcial dos genes CHD-Z de
Bolborhynchus lineola (A), Columba livia (B) e Falco femoralis (C).
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B —-——GCATCGCTAAATCCTTTAATATTTTCTCGAGGAATGGTTCGTGGTCTTCCACGTTTT

C TCT. . e i i i i i i iii i L A e
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B TTTGGCCGTTTTCTTTCTGATATGGAGTCACTATCAGATCCAGAGTATCTTCTGCTCCTA

C e Gttt et e e e e e i e e
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B CTGCGCCTTCCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTCAGAATAAGTAGTTCAAAG
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B CTATGCGATTGACAAACACAGGTCAAGTTTTGCCTAACCTGTCAAAAATACGTGTTCAGA

C GAT....A....... T.AALA..T......... CT AA....... T...oo....
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A T.GGT.TGG.GGGTG.C.T.TGTG....T.AC..... CCAAAAGT....G.C AG. .G
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c ... T....... Ao, G.A..... TGTAAACAGTAAAAAAAAAAAAGAAACA

A T..T.AC...CCAA..C.AC...C..TC...ACCAACAAAAAACAAAG—————— TTAA

B - AAGACACACCTGTTTTGCACAGTTTCTCATCCTTGGGAGA 368 pb
C GTAAGAAGTAAA. .A.C. ittt it i et i aan Coviiiiii i - 403 pb
A TTGGTCAAACCCC. . .G.T. .o i it i i e Coveie el - 405 pb

Figura 13: Alinhamento das sequéncias nucleotidicas consenso relativas a uma regido parcial dos genes
CHD-Z isolados de Bolborhynchus lineola (A), Columba livia (B) e Falco femoralis (C). Hifens indicam gaps

e pontos indicam similaridade de bases.

As sequéncias nucleotidicas obtidas também foram utilizadas em analises comparativas
com sequéncias depositadas em bancos de dados. Andlises BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) no National Center for Biotechnology Information (NCBI) confirmaram um alto nivel
de identidade com sequéncias de DNA destas mesmas espécies ou de outras espécies de aves
filogeneticamente relacionadas (Tabela 11).

O fragmento de DNA associado ao gene CHD-Z isolado de Bolborhynchus lineola, uma
espécie de psitacideo, mostrou-se composto por 405 pares de bases. Maiores niveis de
identidade nucleotidica foram observados para genes CHD de diversas outras espécies de
Psittacidae, como Myiopsitta monachus (caturrita), Platycercus eximius (rosela), Poicephalus
meyeri (papagaio meyer), Pionites melanocephalus (marianinha da cabega preta), Aratinga

auricapilla (jubacanga) e Deroptyus accipitrinus (papagaio anaca) (Tabela 11).
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Em relagdo a regido do gene CHD-Z caracterizada para Columbia livia (Columbidae),

composta por 368 pares de bases, foi verificada uma maior similaridade com sequéncias

nucleotidicas destes gene ja descritas para a propria espécie, para uma outra espécie do mesmo

género - Columba pulchricollis (pomba cinzenta) - e para uma espécie desta mesma familia -

Streptopelia tranquebarica (rola dos olhos vermelhos) (Tabela 11).

Quando comparado as sequéncias nucleoditicas do NCBI, o gene isolado do Falconidae

Falco femoralis, composto por 403 pares de bases, mostrou maior identidade nucleotidica com

outras espécies pertencentes ao mesmo género, como Falco peregrinus (falcdo peregrino), Falco

tinnunculus (falcdo comum) e Falco rusticolus (falcao gerifalte) (Tabela 11). Foi também

observada uma alta similaridade com uma sequéncia nucleotidica de Catharles aura (urubu de

cabeca vermelha), espécie pertencente a ordem Accipitrifornes e familia Cathartudae (Tabela 11),

grupo filogeneticamente proximo dos falconideos.

Tabela 11: Niveis de similaridade entre as sequéncias de DNA associadas ao gene CHD-Z caracterizadas para as

espécies Bolborhynchus lineola, Columba livia e Falco femoralis e sequéncias nucleotidicas depositadas no banco de

dados NCBI - National Center for Biotechnology Information.

Espécie em

COMPARAGOES COM DADOS DO NCBI

estudo Nome Popular | Nome Cientifico Ordem Familia Ndmero de indice de Tamanho do
Acesso no similaridade fragmento
Gene Bank (%) de DNA (pb)

Caturrita Myiopsitta JX460802.1 96 361

monachus
Rosela Platycercus AF288513.1 95 364

eximius
Papagaio meyer Poicephalus JX460798.1 96 350
meyeri Psittaciformes | Psittacidae
Bolborhynchus Marianinha da Pionites JX460796.1 95 358
lineola cabega preta melanocephalus

Jubacanga Aratinga FJ913851.1 95 359

auricapilla
Papagaio anaca Deroptyus FJ913844.1 94 355

accipitrinus
Pomba comum Columbia livia GU289184.1 99 370
Columba livia Pomba cinzenta Columba Columbiformes | Columbidae GU289186.1 98 370

pulchricollis
Rola dos olhos Streptopelia GU2891881 98 370

vermelhos tranquebarica

Falcdo peregrino | Falco peregrinus AB096154.1 99 363
Falcio comum | Falco tinnunculus | Falconiformes Falconidae AB096156.1 99 366
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Falco femoralis

Falcao gerifalte

Falco rusticolus

JF926683.1

93

370

urubu de cabega
vermelha

Catharles aura

Accipitriformes

Cathartidae

1X460792.1

97

370

pb, pares de bases.

Os genes CHD pertencem a uma familia génica composta por um dominio organizador-
modificador de cromatina (chromo), um dominio helicase / ATPase SNF2-relacionado e um
dominio de ligacdo (binding) ao DNA. Tais dominios levaram a denominacdo do gene (chromo
helicase DNA-binding). Estudos funcionais em organismos modelos indicam que este gene altera
a estrutura da cromatina, facilitando assim a expressao de outros genes. Andlises das sequéncias
nucleotidicas dos genes CHD de diferentes espécies de aves evidenciaram que estes sao
altamente conservados. Alteragcbes nas sequéncias de nucleotideos encontradas nos genes CHD
sdo geralmente associadas a trocas na terceira base dos cédons dos éxons, ou seja, mutacdes
sinonimias, que nao alteram a sequéncia de aminoacidos na proteina CHD (FRIDOLFSSON &
ELLEGREN, 2000). Dada a fungdo desse gene, este alto nivel de conservacdo é esperado em
seus segmentos codificantes ja que estes sofrem grande pressao de sele¢gao para manutencao de
sua estrutura.

Por outro lado, embora introns também possam conter areas sob pressdo de selecéo,
como elementos regulatérios da transcricao (ROSSI & CROMBRUGGHE, 1987), estes sao
geralmente seletivamente neutros. Como as regides nao codificantes encontram-se sob menores
pressbdes seletivas, estas podem sofrer uma taxa de mutacdo mais rapida, resultando em
variagdes que sao fixadas (LYNCH, 2002). Como no presente trabalho os primers utilizados em
PCR amplificaram uma regidao de intron do gene CHD, as mutagbes de bases e os diferentes
tamanhos encontrados nos segmentos de DNA de Bolborhynchus lineola, Columba livia e Falco
femoralis caracterizados refletem tais caracteristicas destes segmentos génicos nao codificantes.
Apesar das variacbes observadas, foi possivel identificar uma maior similaridade na sequéncia

nucleotidica intrébnica de algumas espécies, resultado congruente com suas relagées filogenéticas.

5.2 CAPITULO 2
5.2.1 Divulgacéo cientifica

5.2.1.1 Levantamento de dados
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Antes de se iniciar a elaboragdo de um projeto, € necessario se obter informagdes a
respeito dos topicos que este ira englobar, de forma que os dados coletados servirdo de base
para um desenvolvimento mais adequado da proposta. A aplicagdo de questionarios configura-se
como uma das formas de realizar este tipo de levantamento destinado a identificar realidades
estruturadas e conceitos junto a um ou mais grupos populacionais. Os dados destes questionarios
podem ser obtidos na forma de perguntas, feitas diretamente aos entrevistados, ou por meio de
preenchimento pessoal (PINA, 2007).

Desta maneira, no presente trabalho, foi inicialmente feito um levantamento de dados
acerca dos principios, aplicacbes e metodologias da area de genética forense associada a
conservagao biolégica. Este levantamento, realizado em diferentes grupos amostrais por meio da
aplicagdo de um questionario especifico (Anexo 1), de preenchimento pessoal, visou a coleta de
dados sobre o nivel de informacao/compreensdao da populagdo universitaria sobre o tema
abordado. A utilizagdo dos grupos amostrais teve como objetivo identificar conceitos prévios e
caracterizar a qualidade e a quantidade de informacdes de alunos de mestrado (Grupo Amostral
1), alunos de doutorado (Grupo Amostral 2), docentes (Grupo Amostral 3) e técnicos
administrativos (Grupo Amostral 4) da UNESP (Campus de Botucatu, SP) e que, portanto,
possuem distintos niveis de formacao.

O questionario foi encaminhado, via e-mail, a 500 pessoas e foram recebidos 296
questionarios preenchidos, o que totaliza 59,2% do total encaminhado. As respostas colhidas
foram analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente, de forma comparativa dentro de cada
grupo e entre os diferentes grupos amostrais. Com base nos dados obtidos, foram gerados
graficos que melhor evidenciam os resultados. Valores especificos relacionados aos dados dos
graficos apresentados encontram-se indicados nas tabelas constantes do Anexo IV.

As analises descritivas das variaveis qualitativas (sexo e profissao/formagao) levantadas
no presente estudo foram feitas por meio do teste de Qui-Quadrado. Em relagéo a variavel sexo,
134 pessoas do sexo masculino e 162 pessoas do sexo feminino responderam ao questionario
(Figura 14). Em relagao a variavel profissdo/formagéao, foram obtidas respostas ao questionario de
89 pessoas do Grupo Amostral 1, 96 pessoas do Grupo Amostral 2, 90 pessoas do Grupo

Amostral 3 e 21 pessoas do Grupo Amostral 4 (Figura 15).
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B Masculino 45,3 %
B Feminino 54,7%

Figura 14: Grafico que evidencia as porcentagens de questionarios

respondidos em relagéo a variavel qualitativa associada ao sexo.

M (1) Alunosde mestrado 30,1%  m(2) Alunos de doutorado 32,4%

® (3) Docentes/Pesquisadores 30,4 ® (4) Técnicos administrativos 7,1%

Figura 15: Grafico que evidencia as porcentagens de questionarios
respondidos em relagdo a varidvel qualitativa associada a

profissdo/formacgao.

Embora tenham sido recebidos questionarios de pessoas vinculadas todos os programas
de pos-graduacado amostrados, 22,6% das respostas nao continha tal informagédo (Figura 16).
Mesmo que consideremos que o grupo composto por técnicos administrativos realmente nao
tenha tal vinculo e que alguns docentes podem nao ministrar disciplinas ou supervisionar projetos

de mestrado e/ou doutorado, um numero consideravel de pessoas ligadas a pds-graduagéo nao
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descreveu tal vinculo. A maior porcentagem (20,3%) dos formularios retornados foram
respondidos por pessoas vinculadas ao Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
(Genética), provavelmente por terem maior contato com a area a que este se refere, o que permite
maior seguranga para elaboracdo das respostas. O Programa de Pdés-Graduacdo em Biometria
teve o menor indice de participantes (3,4%), talvez por este ser de area mais distinta e, ao
contrario dos demais programas de pos-graduacao, mais relacionado a area de ciéncias exatas e

nao de bioldgicas.

3%

W (D) Mio-22,6% B (1) Biometria - 3,4%
H (2) Biologia Geral e Aplicada - 17,2% B (3) Botanica- 11,8%
M (4) Farmacologia- 10,5% ® (5) Genética -20,3%
m (6] Zoologia- 14,2%

Figura 16: Grafico que evidencia as porcentagens de questionarios respondidos
em relagao a vinculo com programa de pds-graduagéo do Instituto de Biociéncias
da UNESP. A porcentagem de questionarios que nado dispunham da informagéo

de vinculo esta discriminada como "nao".

Similarmente ao dado de discriminagdo de vinculo com programa de pdés-graduacgao,
muitas pessoas nao informaram a qual departamento estdo vinculadas. A Figura 17 discrimina o
numero e a porcentagem de questionarios respondidos em relagdo ao vinculo dos grupos
amostrais aos 13 departamentos do Instituto de Biociéncias da UNESP. Embora n&do havia sido

planejado analisar dados de vinculo de departamentos ndo associados ao Instituto de Biociéncias,
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o presente trabalho incluiu dados de vinculo a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da UNESP, ja que esta informacao constou em um dos questionarios preenchidos. Este
fato provavelmente esta associado a realizagdo de projeto de pesquisa em conjunto entre o
Instituto de Biociéncias e a FMVZ. Os departamentos que se destacaram em termos de maior
numero de pessoas que responderam ao questionario foram Zoologia (14,2%), seguidos de
Morfologia e Botanica (aproximadamente 12%), e Genética e Farmacologia (aproximadamente

10%).

14%

12%

3%
3%

W (0) Nao-10,8% B (1) Anatomia - 4,4% B (2) Bioestatitica - 5,4%
M (3) Educacao- 2,7% W (4) Fisica/ Biofisica - 3,7% B (5) Fisiologia-3,7%
M (6) Genética - 9,8% B (7) Microimunologia- 4,1% ®(8) Morfologia -12,5%

M (9) Parasitologia - 2,4% B (10) Quimica/Biogimica- 3% B (11)FMVZ - 3%
(12)Botanica - 12,8% (13)Zoologia - 14,2% (14)Farmacologia - 10,1%

Figura 17: Grafico que evidencia as porcentagens de questionarios respondidos em
relagdo a vinculo com departamentos do Instituto de Biociéncias ou a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP. A porcentagem de questionarios que nao

dispunham da informacéo de vinculo esta discriminada como "nao".

Outras variaveis analisadas referem-se a discriminagao de alunos de mestrado, doutorado,
docentes e técnicos administrativos em relagdo ao nivel de informagao/compreensdo sobre o
tema genética forense associada a conservacao biolégica, dado evidenciado pela analise
estatistica das respostas as cinco questbes contidas no questionario elaborado. Os resultados

destes diferentes segmentos profissionais/ocupacionais foram também discriminados em relagao
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ao vinculo aos programas de pés-graduacgéo e aos departamentos do Instituto de Biociéncias da
UNESP.

A pergunta no. 1 ("Onde pode atuar o especialista em genética forense?") foi elaborada
porque, mesmo tendo um foco especifico, aborda tépicos mais amplos (crimes e questbes
juridicas, trafico de animais, identificacdo de espécies animais e plantas, testes de paternidade,
identificagdo do sexo dos animais) discriminados nas alternativas da propria questdo. Nesta
questao, todos as alternativas sao corretas. Dado que 131 pessoas assinalaram todos os itens, o
que corresponde a 44,25% do total que respondeu ao questionario, entende-se que a maioria ndo
possui um conhecimento acerca das diversas possibilidades de atuagao de profissionais da area

de genética forense (Figura 18).

m1-9,5%

m2-10,1%
m3-17,9%
m4-18,2%

m5-44,3%

Figura 18: Grafico que evidencia as porcentagens do numero de
alternativas assinaladas para a questdo numero 1 do questionario ("Onde

pode atuar o especialista em genética forense?").

Uma analise adicional foi também realizada para a questdo no. 1, especificamente em
relacido a alternativa "trafico de animais”, ja que este topico é diretamente associado a parte
experimental do presente trabalho. Evidenciou-se que 60,8% (180 pessoas) assinalaram a
alternativa referente a este item, o que demonstra que a maioria possui conhecimento da inter
relacdo entre genética forense e trafico ilegal de animais. Analises estatisticas com o teste de

ANOVA referentes a comparagdes entre as profissbes/ocupagdes e entre os programas de pos-
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graduagéao indicaram diferengas significativas entre os grupos amostrais analisados. Alunos de
doutorado mostraram maior conhecimento em relagao ao item "trafico de animais" da questao no.
1, j@a que 75% destes assinalaram esta alternativa como correta. O segmento técnico
administrativo mostrou menor conhecimento deste tema (47,6%) (Figura 19). Em relagdo aos
programas de pds-graduagao, pessoas vinculadas ao programa de Genética apresentaram os
maiores indices de acerto para a associagdo entre o item "trafico de animais" e a atuagao do
profissional da area de genética forense (81,7% de acerto) (Figura 20). O indice de acerto para
esta correlagéo foi extremamente reduzido em relagdo aos questionarios vinculados ao Programa
de Pés-Graduagdo em Biometria (20%) (Figura 20). Os dados levantados provavelmente sao

associados as areas de conhecimento dos dois programas de pés-graduagédo em questao.
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Mestrado Doutorado Docente Técnico
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Figura 19: Grafico de contingéncia entre profissdo/formacado e a alternativa
"trafico de animais" da questdo nimero 1 do questionario ("Onde pode atuar o

especialista em genética forense?").
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Figura 20: Grafico de contingéncia entre programa de pds-graduacdo e a
alternativa "trafico de animais" da questdo numero 1 do questionario ("Onde
pode atuar o especialista em genética forense?"). Vinculo n&o informado (0),
PPG Biometria (1), PPG Biologia Geral e Aplicada (2), PPG Boténica (3), PPG
Farmacologia (4), PPG Genética (5) e PPG Zoologia (6).



67

A questdo numero 2 ("Em qual(is) organismo(s) €& possivel trabalhar com genética
forense?") foi elaborada de forma a demonstrar a possibilidade de realizagcdo de analises
genéticas forenses em diferentes organismos e que, portanto, a area forense nao é restrita a
seres humanos. Nesta questdo, ndo houve diferenca significativa, entre os diferentes grupos
amostrados, em relacdo ao numero de alternativas assinaladas como resposta - a maioria das
pessoas (83,1%) que responderem ao questionario marcaram os trés itens (humanos, animais e
plantas) (Figura 21), sendo esta a resposta mais completa e, portanto, considerada correta.
Portanto, todos os grupos amostrais analisados possuem informacdes sobre a possibilidade de se

trabalhar com organismos de diferentes grupos na area de genética forense.

m(1)3%
m(2)13,9%
(3)81,3%

Figura 21: Gréafico que evidencia as porcentagens do numero de
alternativas assinaladas para a questdo numero 2 do questionario ("Em

qual(is) organismo(s) & possivel trabalhar com genética forense?").

A questdo numero 3 ("Qual(is) area(s) envolve(m) estudos forenses?") relaciona-se a
extensdao do campo forense, muito mais amplo do que somente analises juridicas e bioldgicas.
Aproximadamente 40% das pessoas que responderam o questionario mostraram conhecimento
da amplitude das areas associadas a estudos forenses, ja que assinalaram todas as cinco
alternativas como corretas (areas de Quimica, Biologia, Matematica/Estatistica,
Psicologia/Psiquiatria e Computacao) (Figura 22). Assim, detecta-se que a maioria das pessoas

ndo possui um conhecimento da vasta interdisciplinaridade da area forense.
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3% a9

m(0)3% m(1)47% ®m(2)10,1% m(3)18,6% m(4)26,4% ™W(5)39,9%

Figura 22: Grafico que evidencia as porcentagens do numero de
alternativas assinaladas para a questdo numero 3 do questionario

("Qual(is) area(s) envolve(m) estudos forenses?").

Diretamente associada a parte experimental do presente trabalho, a questdo numero 4
("Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética forense?") demonstrou que
37,5% das pessoas que responderam o questionario possuem informagdes completas dos
diferentes tipos de amostras (impressao digital, sangue, saliva, sémen, penas, pelos e fezes) que
podem ser usadas como fontes primarias para obtencao de informacgdes genéticas que subsidiem

andlises forenses (Figura 23).

3% 2% 2%

m(0)3% m(1)1,7% m(2)2,4% MW(3)6,1% m(4)20,3% m(5)31,8% m(6)37,5%

Figura 23: Grafico que evidencia as porcentagens do numero de alternativas
assinaladas para a questdo nimero 4 do questionario ("Qual(is) material(is)

pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética forense?").
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Duas alternativas da questdo numero 4 (sangue e penas) foram consideradas mais
importantes para o presente trabalho ja que estao diretamente associadas as amostras bioldgicas
utilizadas como fontes para obtengdo de DNA para posterior andlise de sexagem molecular em
diferentes espécies de aves. Desta forma, estes dois itens foram também analisados
separadamente. Os resultados indicaram que 88,5% das pessoas amostradas assinalaram a
alternativa "penas”. Compara¢des multiplas entre os diferentes segmentos profissionais e entre os
diferentes programas de poés-graduacao foram realizados pelo teste de ANOVA e mostraram
diferencas significativas entre os grupos amostrais. Em relacédo as profissdes/formacdes, alunos
de doutorado (94,8%) demonstraram melhor conhecimento de que penas podem ser utilizadas
como amostras biolégicas em andlises genéticas forenses. O segmento técnico administrativo
obteve 85,7% de acerto em relacao a este item da questao numero 4 (Figura 24). Em relagédo aos
programas de pds-graduacao, os individuos vinculados ao programa de Genética apresentaram
0s maiores indices de acerto (96,7%) para a possibilidade de uso de penas em analises genéticas
forenses. O indice de acerto das pessoas vinculadas ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Biometria para esta alternativa da questdo 4 foi o mais reduzido (80%) (Figura 25). Os dados
levantados provavelmente sdo associados as proprias areas de conhecimento dos dois programas

de pos-graduacdo em questdo.
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Figura 24: Grafico de contingéncia entre profissdo/formagéo e a alternativa "penas" da questao
numero 4 do questionario ("Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética
forense?").
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Figura 25: Grafico de contingéncia entre programa de poés-graduacao e a alternativa "penas" da

questdo numero 4 do questionario ("Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de

genética forense?"). Vinculo ndo informado (0), PPG Biometria (1), PPG Biologia Geral e Aplicada
(2), PPG Botanica (3), PPG Farmacologia (4), PPG Genética (5) e PPG Zoologia (6).

Assim como a questdo numero 4, a pergunta numero 5 do questionario ("A genética

forense pode estar associada a uma area de biologia, chamada genética da conservagcdo. Como a

genética da conservagado pode ajudar em casos forenses?") também é diretamente associada a

parte experimental do presente trabalho. Todas as alternativas desta questdo (Combatendo o

trafico de animais silvestres, Conservando a biodiversidade, Reduzindo os riscos de extingdo em

espécies, Fornecendo ferramentas que auxiliem na identificacdo de espécies e Auxiliando na

identificacdo de produtos comercializados ilegalmente), consideradas corretas, foram assinaladas

em 28,4% dos questionarios (Figura 26). Este baixo indice de acerto indica que a populagao

amostrada nao possui informagéao correta das diversas aplicagdes da genética da conservagao.

m(0)7% m(1)12,5% ®m(2)13,5% m(3)23% m(4)22,3% m(5)28.4%

Figura 26: Grafico que evidencia as porcentagens do nimero de alternativas assinaladas para a questao

numero 5 do questionario ("A genética forense pode estar associada a uma area de biologia, chamada

genética da conservagdo. Como a genética da conservagao pode ajudar em casos forenses?").
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De forma a correlacionar as respostas da questdo 5 ao objetivo do presente trabalho de
elaborar um material de divulgacao cientifica sobre crimes ambientais e trafico/comércio ilegal de
aves, os dados da alternativa "combatendo o trafico de animais" dessa questdo foram também
analisados separadamente. Somente 129 pessoas (43,6%) que responderam ao questionario
marcaram essa alternativa como verdadeira, o que indica deficiéncia de informagbes sobre este
tipo de crime. Adicionalmente, comparagdes entre as profissées/formagdes e entre os programas
de poés-graduacao também foram realizadas por meio do teste de ANOVA, indicando diferencas
significativas entre os segmentos amostrados. Alunos de doutorado (52,1%) assinalaram com
maior frequéncia a alternativa em questdo. O menor indice de acerto deste item foi observado
para o segmento técnico administrativo (23,8%) (Figura 27). O mesmo tipo de analise
comparativa, realizada entre os programas de poés-graduacdo, evidenciou um maior nivel de
conhecimento sobre a relacdo entre a area forense e o combate de trafico de animais entre as
pessoas vinculadas ao Programa de Poés-Graduagédo de Genética (51,7%). O menor indice de
acerto em relacao a alternativa "combatendo o trafico de animais" da questao 5 foi verificado para
0 grupo amostrado do Programa de Pés-Graduagdo em Biometria (30%) (Figura 28). Os dados
levantados possivelmente sdo associados as proprias areas de conhecimento dos dois programas

de pos-graduacdo em questdo.
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Figura 27: Gréafico de contingéncia entre profissdo/formacéo e a alternativa "combatendo o trafico
de animais" da questao numero 5 do questionario ("A genética forense pode estar associada a
uma area de biologia, chamada genética da conservagdo. Como a genética da conservacéo pode

ajudar em casos forenses?").
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Figura 28: Grafico de contingéncia entre programa de pds-graduagcdo e a alternativa
"combatendo o trafico de animais" da questdo numero 5 do questionario ("A genética forense
pode estar associada a uma area de biologia, chamada genética da conservagdo. Como a
genética da conservagdo pode ajudar em casos forenses?"). Vinculo n&do informado (0), PPG
Biometria (1), PPG Biologia Geral e Aplicada (2), PPG Botéanica (3), PPG Farmacologia (4), PPG
Genética (5) e PPG Zoologia (6).

As analises estatisticas dos questionarios preenchidos mostraram, de forma geral, que
alunos de doutorado e pessoas vinculadas ao Programa de Pdés-Graduagcdo em Ciéncias
Biologicas (Genética) possuem melhor conhecimento sobre os principios, aplicagdes e
metodologias da area de genética forense associada a conservagao bioldgica. Dentro desse
contexto, estes mesmos segmentos amostrados também demonstraram maior informagéo sobre
trafico de animais. O segmento técnico administrativo amostrado demonstrou menor
conhecimento sobre os tépicos abordados no questionario. Tais resultados refletem ndo somente
o nivel de educacional dos participantes da pesquisa como também sua area de formagao. A
despeito disso, os dados levantados acerca de todos os segmentos de profissao/formagéao e todos
os vinculos a diferentes programas de pos-graduagao amostrados evidenciam que existem falhas
acerca da compreensao dos principios e aplicagoes das areas forense e de conservagao genética
e também sobre o tréfico ilegal de animais. Desta forma, entende-se que estes dados, embora

tenham sido obtidos junto a uma amostra populacional especifica, podem ser extrapolados para

outros grupos populacionais.
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5.2.1.2 Folder informativo

O resultado obtido a partir dos questionarios serviu para demonstrar a importancia de
produzir um material de divulgagéo cientifica sobre os principios, aplicagbes e metodologias da
area de genética forense associada a conservagao bioldgica, com énfase no trafico de animais
silvestres. De forma a elaborar um material de facil compreensao, contendo um texto com
linguagem direcionada até mesmo ao publico leigo, e que atraia a atencdo, contendo ilustracdes e
pequenos textos em destaque, foi elaborado um folder informativo (Anexo Ill). Visando abranger
uma comunidade mais ampla do que a amostrada no presente trabalho, este folder devera ser
distribuido ndo somente para alunos, docentes e técnicos administrativos do Instituto de
Biociéncias da UNESP como também para outros segmentos populacionais. Como o
Departamento de Genética desse instituto ja vem, desde 2007, realizado atividades de divulgacao
cientifica para professores e estudantes da rede publica e particular de ensino basico, optou-se
por ampliar estas atividades por meio da entrega do folder elaborado as cerca de 30 escolas da
rede estadual de ensino publico da regional de Botucatu. Este material visa, além da
aprendizagem, um alerta contra o trafico ilegal de animais silvestres, especialmente as aves, pois
entende-se que, por meio da educacdo, é possivel compreender e transformar o mundo.
Adicionalmente, ao se fazer divulgagéo cientifica no ensino basico, € possivel constituir,
consequentemente, uma populagao adulta com maior nivel de informacéo.

De forma ainda mais ampla, o material de divulgagéao cientifica elaborado pode tanto servir
como instrumento de maior consciéncia social sobre a atividade cientifica, seu papel e importancia
atuais para a sociedade, como pode ser um instrumento para a desmistificacdo da opinido publica
sobre a ciéncia e o que vem sendo realizado junto a universidades e centros de pesquisa
(ALBAGLI, 1996). Assim, a divulgacao das pesquisas cientificas para o publico leigo, quando
possivel, deveria ser vista como parte das responsabilidades dos pesquisadores, de modo
semelhante a publicacdo de suas pesquisas em revistas especializadas.

A distribuicdo do folder elaborado podera contribuir para uma educagao cientifica de
melhor qualidade em nosso pais, formagao de profissionais mais qualificados, e melhor

consolidagao da universidade como instituicdo de ensino, pesquisa e extensdo. Além disso, a
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proposta de divulgagao cientifica desenvolvida, articulada entre universidade e sociedade, serve
como auxilio a implementacao de politicas nacionais para a area de educagao basica, incluindo a
missao institucional da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES
de aplicar a experiéncia adquirida na graduacédo e poés-graduacgao para melhorar a qualidade do

ensino basico do pais.

6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com os dados apresentados no presente trabalho, pdde-se concluir que:

1. Pequenas aliquotas de sangue e tanto penas em crescimento como penas adultas representam
materiais biolégicos adequados a obtencéo, de forma nado-destrutiva, de amostras de DNA de

diferentes espécies de aves para uso em PCR.

2. Os primers P2 e P8 sao eficazes para amplificacao de segmentos de DNA associados aos
genes CDH-Z e CDH-W de um grande numero de espécies de aves pertencentes a diferentes

ordens e familias.

3. A metodologia de sexagem molecular realizada permitiu gerar perfis genéticos sexo-especificos

e, portanto, identificar com seguranga machos e fémeas de diversas espécies de aves.

4. Variagdes de tamanho e na sequéncia nucleotidica dos genes CHD-Z, associadas a uma regiao
de intron, ocorrem entre diferentes espécies de aves; os niveis identidade genética desta regido

podem ser correlacionados a relagdes filogenéticas entre as espécies.

5. O Laboratério de Genética Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP possui atualmente
condi¢cdes técnicas para iniciar prestacbes de servicos associadas a emissdo de laudos de

sexagem molecular de aves.

6. Os principios, aplicagdes e metodologias da area de genética forense associada a tematica de

conservacao bioldgica ndo sao claros a populagao.
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Dada a importancia da correta identificacdo de machos e fémeas em espécies de aves,
especialmente aquelas que nao apresentam dimorfismo sexual aparente, os resultados obtidos
podem ser considerados de grande potencial para subsidiar programas conservacionistas de
recuperacdo, manutencao e reproducédo de aves em cativeiro e posterior soltura ou reintrodugao
destes animais. Adicionalmente, o material de divulgacédo gerado, na forma de um folder, podera
contribuir para compreensao geral da populagdo acerca de principios, aplicagcdes e metodologias
da area de genética forense associada a conservagao bioldgica, com énfase no trafico de animais
silvestres. Tais medidas poderao resultar no combate e/ou na diminuicdo dos efeitos do trafico e

comeércio ilegais de aves.
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ANEXOS

ANEXO | - QUESTIONARIO ELABORADO PARA LEVANTAMENTO DE DADOS DAS AREAS DE
GENETICA FORENSE E CONSERVAGAO BIOLOGICA

Sexo: Feminino( ) Masculino { )
|dade:

Profissao:

Grau de instrugao:
( ) Graduagdo - Em andamento ( )/ Finalizado ( ) Curso:

( ) Pés-Graduagéo - Em andamento ( )/ Finalizado ( ) Programa:

) Docente - Departamento:

(
( ) Assistente de Suporte Académico - Departamento:
Area de atuagéo:

EM CADA UMA DAS QUESTOES ABAIXO, ASSINALE UMA OU MAIS DE UMA ALTERNATIVA.

1) Onde pode atuar o especialista em genética forense?
( ) Crimes e questoes juridico-policiais

( ) Trafico de animais

( ) ldentificagdo de espécies animais e plantas

( ) Testes de paternidade

( ) ldentificagdo do sexo de animais

2) Em qual(is) organismo(s) & possivel trabalhar com genética forense?
( )Humanos

{ ) Animais

() Plantas

3) Qual(is) area(s) envolve(m) estudos forenses?
( ) Quimica

( ) Biologia

( ) Matematica/Estatistica

{ ) Psicologia/Psiquiatria

{ ) Computagdo

4) Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética forense?
)} Impresséo digital

} Sangue

) Saliva

) Sémen

} Penas

) Pelos

) Fezes

P e e i T i e B

5) A genética forense pode estar associada a uma area da biologia, chamada Genetica da
Conservagdo. Como a genética da conservagdo pode ajudar em casos forenses?

( ) Combatendo o trafico de animais silvestres

{ ) Conservando a biodiversidade

( ) Reduzindo os riscos de extingdo em espécies

( ) Fornecendo ferramentas que auxiliem na identificagdo de espécies

( ) Auxiliando na identificagdo de produtos comercializados ilegalmente
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ANEXO Il - LAUDO DE SEXAGEM MOLECULAR EMITIDO PELO LABORATORIO DE GENETICA
ANIMAL DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DA UNESP

LABORATORIO DE GENETICA ANIMAL
Sexagem Molecular de Aves

Através da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), com amplificacdo
de segmentos de DMA especificos dos cromossomos sexuals 2 e W, fol
determinado o sexo da seguinte ave:

Espécle: Athene cunicwlorio Amostra: PENA
MNome Comum: Coruja buragueira Data de Coleta: 13,/09/2011
Proprietério: CEMPAS SEXO: MACHOD

Confiabilidade: 9o, 5%
Identificacao:

Data de Emissao: 08/11/2011

Profa. Dra. Adriane Pinto Wasko Bianca Picado Gongalves
Docente Responsdvel Discente Responsawvel
Departamento de Genstica
Instituto de Biociéncias
Universidade Estadual Paulista
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ANEXO Ill - FOLDER DE DIVULGACAO CIENTIFICA ELABORADO PARA CONSCIENTIZACAO DA
POPULACAO ACERCA DA PROBLEMATICA ASSOCIADA AO TRAFICO ILEGAL DE AVES E DA
APLICACAO DA GENETICA FORENSE NA AREA DE CONSERVACAO BIOLOGICA

it
0

AVES:

TRAFICO ILEGAL E
CONSERVACAO |

GENETICA

.

O QUEEISSO?

O QUE E TRAFICO DE
ANIMBAIS SILVESTRES

O trafico de ahimals silvestres € o
comércio  ilegsal de  animais
Capturados ha hatureza. E  um
crime ambiental que poe em risco as
especies da fauna.

Estima-se que o comercio ilegal de
ahimals sijvestres movimente,
ahualmente, de 10 a 20 bilhdes de
délares no mundo.

O Praslik é o i @
terceiro pais em 0 & )
malor humero de O
ahimais envolvidos o
no trafico ilegal.

Dentre 0s animais
traficados, as aves $ao as
_ouriais atingidas.
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VOCE SABIA QUE._

Muitas ‘aves apreendidas pela
Policia Ambiental ou pelo IBAMA
foram Vitimas de maus tratos e
sOfreram estresse? Estas aves
necessitam ser alojadas, alimentadas
e precisam receber Cuidados
médicos-veterinarios.

%#

<€ < <
e

"

Depois, devem ser encaminhadas a
Z00|0gicos, Criadour0Os Cientificos,
COmerciais Ou Cohservacionistas
para Sua mahutencao e
reproduCao em Cativeiro
e posterior reintroducao
na hatureza.

Para Os programas de reproduGao
em Cativeiro darem certo, € Comum
formar Casais.

QUEME MACHOE ) |
QUEM E FEMEA ®

Nem sempre € facil identificar 0O
sex0 das aves pois Varias espécies
nao apresentam dimorfismo sexual,
Ou s€ja, hao possuem E
CaracCteristicas S
externas diferentes
entre machos e
fémeas.

Existe uma area de pesquisa,
chamada (zenética da Conservagao,
que utiliza dados genéticos para
auxiliar a Conservacao das espécies.
Alguns dados genéticos podem ser
usados para se identifiCar O sex0
das aves.:
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CONO A GENETICA
PODEIDENTIFICAR O 7
SEXO DAS AVES P

=) O sex0 das aves pode ser
\ identificado por meio de uma
analise do DNA, chamada

(= “sexagem molecular”.

Na sexagem molecular, se
anhalisa uma regido do DNA «
que tem diferengas entre
machos e fémeas.

Estas diferencas
estao relacionadas
a uma segmento de
DNA dos
CromOssOmOs sexuais das aves.

MACHO —= EMEA

As fémeas tém dois CrOmOssOmMOs
sexuais diferentes (ZW) e 0s machos
possuem dois CromossOmOs sexuais

iSUais(Z22).

Neste 'teste genético, hao é
necessario machucar henhuma ave.
Para isolar 0 DNA, basta usar uma
pena de cada ahimal.

—),s
Qell

Para obter laudos de sexagem
molecular de aves, procure um
Servico registrado e
autorizado pelo IBAMA.

A @Genética da Conservagao,
assocCiada a area forense (que trata
de questdes judiciais), pode ajudar a
soluciohar Crimes ambientais e
auxiliar 0 combate a0 trafico de
aves por meio da identificagdo de
espécies e Verificagdo do local de
origem de animais traficados.
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=
|
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|
CONHEGA NOSSA LEL:

§
CRIMES CONTRA ANIMAIS SILVESTRES
SAO INAFIANGAVEIS

A nossa legislacao prevé peha de
prisdo para quem “ matar, perseguir,
CaGar, apahhar, Coletar, utilizar
espécimes da fauha silvestre, hativos
ou em rotas migratOrias, sem a
devida permissao, licengca Ou
autorizagao da autoridade
competente em desacordo COm a
obtlda™ " (Art. 29 da [ei de Crimes
Ambientais - [ ei 9605/98).

VOCE PODE DENUNCIAR !

Em casoOs de suspeita de captura
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ANEXO IV - TABELAS AUXILIARES REFERENTES AS VARIAVEIS ANALISADAS DO QUESTIONARIO

Tabela I: Variavel qualitativa associada ao sexo, referente ao numero de questionarios
respondidos.

Sexo No. de Questionarios Respondidos Porcentagem (%)
Masculino 134 45,3
Feminino 162 54,7

Tabela Il: Variavel qualitativa associada a profissdo/formacao, referente ao nimero de questionarios

respondidos.

Profissdo/Formacao No. de Questionarios Respondidos Porcentagem (%)
Alunos de mestrado (Grupo Amostral 1) 89 30,1
Alunos de doutorado (Grupo Amostral 2) 96 32,4
Docentes (Grupo Amostral 3) 90 30,4
Técnicos Administrativos (Grupo Amostral 4) 21 7,1

Tabela lll: Variavel associada a vinculo com programa de poés-graduagdo (PPG) do Instituto de

Biociéncias da UNESP, referente ao numero de questionarios respondidos.

Programa de P6s-Graduagéo No. de Questionarios Respondidos Porcentagem (%)
PPG em Biometria 10 3,4
PPG em Biologia Geral e Aplicada 51 17,2
PPG em Ciéncias Bioldgicas (Botanica) 35 11,8
PPG em Farmacologia 31 10,5
PPG Ciéncias Bioldgicas (Genética) 60 20,3
PPG em Zoologia 42 14,2
auséncia de informagao 67 22,6
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Tabela IV: Variavel associada a vinculo com departamentos do Instituto de Biociéncias e com a
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, referente ao numero de questionarios

respondidos.

Departamento No. de Questionarios Respondidos Porcentagem (%)
Anatomia 13 4,4
Bioestatistica 16 54
Educagao 8 2,7
Fisica/Biofisica 11 3,7
Fisiologia 11 3,7
Genética 29 9,8
Micro-Imunobiologia 12 4,1
Morfologia 37 12,5
Parasitoloiga 7 2,4
Quimica/Bioquimica 9 3,0
FMVZ 1 0,3
Botanica 38 12,8
Zoologia 42 14,2
Farmacologia 30 10,1
auséncia de informacgao 32 10,8

Tabela V: Variavel associada a questdo nimero 1 do questionario ("Onde pode atuar o especialista

em genética forense?"), referente ao numero de alternativas assinaladas.

Total de alternativas assinaladas No. de Respostas Porcentagem (%)
1 28 9,5
2 30 10,1
3 53 17,9
4 54 18,2
5 131 44,3
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Tabela VI: Valores de contingéncia entre profissao/formacéo e a alternativa "trafico de animais" da questao

numero 1 do questionario ("Onde pode atuar o especialista em genética forense?").

Respostas
Profissdo/Formagdo | Alternativa néo assinalada |Alternativa assinalada| Total | P-valor QQ | Porcentagem (%)
Aluno de Mestrado 40 49 89 0,005 55,1
Aluno de Doutorado 24 72 96 75,0
Docente 41 49 90 54,4
Técnico Administrativo 11 10 21 47,6
Total 116 180 296 60,8

Tabela VII: Valores de contingéncia entre programas de pds-graduacao e a alternativa "trafico de animais" da

questao numero 1 do questionario ("Onde pode atuar o especialista em genética forense?").

Respostas
Programa de Alternativa ndo assinalada |Alternativa assinalada| Total | P-valor QQ |Porcentagem (%)
P6s-Graduacgéo

Biometria 8 2 10 0,005 20,0
Biologia Geral e Aplicada 24 27 51 52,9
Botanica 12 23 35 65,7
Farmacologia 13 18 31 58,0
Genética 11 49 60 81,7
Zoologia 12 30 42 71,4
Vinculo nao informado 36 31 67 46,2
Total 116 180 296 60,8

Tabela VIII: Variavel associada a questdo numero 2 do questionario ("Em qual(is) organismo(s) é

possivel trabalhar com genética forense?"), referente ao numero de alternativas assinaladas.

Total de alternativas assinaladas No. de Respostas Porcentagem (%)
1 9 3,0
2 41 13,9

3 246 83,1
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Tabela IX: Variavel associada a questdo numero 3 do questionario ("Qual(is) area(s) envolve(m)

estudos forenses?"), referente ao nimero de alternativas assinaladas.

Total de alternativas assinaladas No. de Respostas Porcentagem (%)
0 1 0,3
1 14 4,7
2 30 10,1
3 55 18,6
4 78 26,4
5 118 39,9

Tabela X: Variavel associada a questdo numero 4 do questionario ("Qual(is) material(is) pode(m) ser

utilizado(s) em analises de genética forense?"), referente ao nimero de alternativas assinaladas.

Total de alternativas assinaladas No. de Respostas Porcentagem (%)
0 1 0,3
1 5 1,7
2 18 6,1
3 60 20,3
4 94 31,8
5 111 37,5

Tabela XI: Valores de contingéncia entre profissao/formagéo e a alternativa "penas" da questdo numero 4 do

questionario ("Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética forense?").

Respostas

Profissdo/Formacéo | Alternativa ndo assinalada |Alternativa assinalada| Total | P-valor QQ |Porcentagem (%)

Aluno de Mestrado 15 74 89 0,063 83,1
Aluno de Doutorado 5 91 96 94,8
Docente 11 79 90 87,8
Técnico Administrativo 3 18 21 85,7

Total 34 262 296 88,5
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Tabela XlI: Valores de contingéncia entre programas de pés-graduagdo e a alternativa "penas" da questéo

numero 4 do questionario ("Qual(is) material(is) pode(m) ser utilizado(s) em analises de genética forense?").

Respostas
Programa de Alternativa ndo assinalada |Alternativa assinalada| Total | P-valor QQ |Porcentagem (%)
Pés-Graduacéo

Biometria 2 8 10 0,183 80,0
Biologia Geral e Aplicada 8 43 51 84,3
Botanica 5 30 35 85,7
Farmacologia 2 29 31 93,5
Genética 2 58 60 96,7
Zoologia 5 37 42 88,1
Vinculo ndo informado 10 57 67 85,1
Total 34 262 296 88,5

Tabela XllI: Variavel associada a questdo numero 5 do questionario (“A genética forense pode estar
associada a uma area de biologia, chamada genética da conservagdo. Como a genética da

conservagao pode ajudar em casos forenses?”), referente ao nimero de alternativas assinaladas.

Total de alternativas assinaladas No. de respostas Porcentagem (%)
0 2 0,7
1 37 12,5
2 39 13,2
3 68 23,0
4 66 22,3
S 84 28,4




94

Tabela XIV: Valores de contingéncia entre profissdo/formacao e a alternativa "combatendo o trafico de animais" da

questdo numero 5 do questionario ("A genética forense pode estar associada a uma area de biologia, chamada

genética da conservagdo. Como a genética da conservagao pode ajudar em casos forenses?").

Respostas
Profissdo/Formagdo | Alternativa nfio assinalada | Alternativa assinalada | Total | P-valor QQ |Porcentagem (%)
Aluno de Mestrado 56 33 89 0,043 36,4
Aluno de Doutorado 46 50 96 52,1
Docente 49 41 90 45,6
Técnico Administrativo 16 5 21 23,8
Total 167 129 296 43,6

Tabela XV: Valores de contingéncia entre programas de pds-graduacgdo e a alternativa "combatendo o trafico de

animais" da questdo numero 5 do questionario ("A genética forense pode estar associada a uma area de biologia,

chamada genética da conservagdo. Como a genética da conservagéo pode ajudar em casos forenses?").

Respostas
Programa de Alternativa ndo assinalada | Alternativa assinalada | Total | P-valor QQ |Porcentagem (%)
P6s-Graduacgéo

Biometria 7 3 10 0,315 30,0
Biologia Geral e Aplicada 26 25 51 49,0
Botanica 22 13 35 37,1
Farmacologia 18 13 31 41,9
Genética 29 31 60 51,7
Zoologia 21 21 42 50,0
Vinculo ndo informado 45 22 67 32,8
Total 167 128 296 43,2
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ANEXO V - MANUSCRITO PUBLICADO NA REVISTA "SAUDE, ETICA E JUSTIGA", INSTITUTO
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Etica e Justiga (Volume Especial - Anais do IV Congresso Brasileiro de Genética Forense) 18: 75-79.

Genética da conservacao aplicada ao tréafico ilegal de aves
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RESUMO: Entre os animais silvestres envolvidos em trafico/comércio ilegal no Brasil,
as aves compreendem um dos grupos mais atingidos, especialmente devido a
caracteristicas como canto e colorido das penas. Atualmente, analises genéticas
compreendem uma das formas mais eficazes de gerar dados para solucionar e minimizar
os resultados de crimes ambientais e comércio ilegal de animais silvestres. Uma das
analises genéticas que podem ser utilizadas com o intuito de subsidiar programas
conservacionistas associados ao tréafico ilegal de aves refere-se a sexagem molecular,
dado que neste grupo de vertebrados nem sempre é possivel identificar o género por
meio de caracteres morfoldgicos. A sexagem molecular pode ser feita com base em
amostras de DNA obtidas de diferentes fontes, como penas e sangue, e posterior
amplificacdo de regides dos genes CHD-Z e CHD-W (chromo helicase-DNA binding).
Os dados de perfis genéticos sexo-especificos servem de subsidio a programas
conservacionistas de manutencdo e/ou reproducdo em cativeiro e posterior soltura ou
reintroducdo dos animais em ambiente natural.

DESCRITORES: Aves; Sexagem; Genética da Conservacéo; Trafico.
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ABSTRACT: Birds represent the greater part of the animals associated to illegal
trade/commerce in Brazil, specially due to some characteristics as song and feathers
colors. Nowadays, genetic analyses comprehend one of the most efficient approaches to
generate data in order to solve and minimize the results of environmental crimes and
illegal trade of wild animals. In birds, one of the genetic survey that can be used to
subside conservation plans associated to illegal trade refers to molecular sexing, since it
IS not possible to identify the gender in some avian species based on morphological
characters. The molecular sexing can be performed using DNA from different samples,
as feathers and blood, and further amplification of the CHD-Z e CHD-W (chromo
helicase-DNA binding) gene regions. The sex-specific genetic profiles can support
conservation programs of captive maintenance and/or reproduction and subsequent
release or reintroduction of the animals on wild environment.

KEYWORDS: Birds; Sexing; Conservation Genetics; Trade.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma extraordinaria biodiversidade, apresentando o maior
nimero de espécies conhecidas de mamiferos, peixes dulcicolas, anfibios e plantas
superiores. Além disso, abriga uma das mais diversas avifaunas do mundo, sendo o
namero de espécies estimado em cerca 1.800. Adicionalmente, aproximadamente 240
espécies de aves sdo endémicas, tendo uma distribuicdo geografica restrita ao Brasil*?.
A despeito desta grande diversidade de aves em todos os biomas brasileiros,
intervencdes humanas, especialmente associadas a destruicdo e/ou fragmentacdo de
habitats e mudancas climaticas, tém tido impactos negativos nas populagfes, uma vez
que diminuem a disponibilidade de recursos e modificam as condi¢bes de seus
ambientes®*,

Os resultados desses impactos podem ser claramente visualizados pelo numero
de espécies de aves ameacadas de extin¢do, sendo o Brasil o pais que apresenta o maior
namero de espécies neotropicais categorizadas como “criticamente em perigo"”, "em
perigo” ou “vulneravel">®. Adicionalmente, o trafico ilegal de animais silvestres
(naturais de determinado pais ou regido, pertencentes as espécies nativas, migratorias,
aquaticas ou terrestres, que tenham a sua vida ou parte dela ocorrendo naturalmente
dentro dos limites do territorio nacional e suas aguas jurisdicionais), definido pela
retirada de espécimes de vida livre para que possam ser comercializados, ¢ também
responsavel pela ameaca de diversas espécies de aves no Brasil’.

TRAFICO DE ANIMAIS SILVESTRES

Estima-se que o comércio ilegal de animais silvestres movimente anualmente de
10 a 20 bilhdes de délares no mundo®, sendo considerado a terceira maior atividade
ilegal, apds os traficos de armas e narcoticos®. Devido especialmente a sua grande
biodiversidade, o Brasil é responsavel por cerca de 10 a 15% do valor total mundial do
trafico de animais silvestres. Este trafico é estruturado sobre uma rede formada por um
emaranhado de rotas para o0 escoamento de animais no interior do Brasil e também para
fora do pais'®. Nas Regies Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pafs, ocorre um
expressivo numero de ocorréncias de captura de animais silvestres que s&o
posteriormente destinados a centros urbanos por intermédio de meios ilegais. Estes
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animais sdo levados principalmente para a regido Sudeste, em especial S&o Paulo e Rio
de Janeiro, de onde, muitas vezes, partirdo para abastecer o comercio ilegal
internacional™*?. Segundo Giovanini*®, existem quatro modalidades basicas de
comercio ilegal de animais silvestres no pais - (1) animais para colecionadores
particulares e zooldgicos - o mais cruel dos tipos de trafico da vida selvagem, pois
prioriza principalmente as espécies mais ameacadas; (2) animais para fins cientificos
(biopirataria) - neste grupo, encontram-se as espécies que fornecem substancias
quimicas que servem como base para a pesquisa e producdo de medicamentos,
movimentando altos valores; (3) animais para pet shops - modalidade que mais
incentiva o trafico de animais silvestres no Brasil, tendo como objetivo final a
populacéo em geral; (4) produtos de fauna - usados para fabricar adornos e artesanatos,
como couros, peles, penas, garras e presas, entre outros.

Entre os diversos animais que tém sido envolvidos em crimes ambientais no pais
e apreendidos por 6rgdos de fiscalizacdo, as aves compreendem um dos grupos mais
atingidos, especialmente devido a seu alto valor de mercado associado ao canto e ao
exuberante colorido das penas**. Estima-se que as aves correspondam a 80% das
espécies mais associadas ao trafico ilegal, sendo os Psittaciformes (como periquitos,
papagaios e maritacas) e Passeriformes (como canario da terra, trinca ferro e cardeal da
Amazonia) os grupos mais comumente apreendidos por autoridades ambientais como o
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis)'>*°. Em tais apreensdes, é comum constatar métodos ndo adequados de
transporte dos animais, sem agua e sem alimento, e procedimentos de cegar, amarrar as
asas, quebrar 0 0sso externo e pintar as penas dos animais, e até mesmo matar 0s Eais
para facilitar a captura dos filhotes, o que resulta em um alto niimero de mortes*’8%°.

Com base nas leis e decretos associados a crimes contra animais silvestres, 0s
orgaos de fiscalizacdo, frente a um delito, normalmente autuam o infrator e apreendem
o0s animais. Os animais apreendidos necessitam ser inicialmente alojados, alimentados e
receber cuidados médicos-veterinarios, especialmente devido os maus tratos e ao
estresse a que foram submetidos. Posteriormente, ha necessidade de serem incluidos em
programas de manutencdo e/ou reproducdo em cativeiro e posterior soltura ou
reintroducdo™. Tais medidas podem ser realizadas por Centros de Recepcéo, Triagem e
Reabilitacdo de Animais Silvestres (CETAS), Centros de Medicina e Pesquisa em
Animais Silvestres (CEMPAS) e Criadouros Cientificos de Fauna Silvestre, cujos
objetivos relacionam-se a fins conservacionistas.

CONSERVACAO BIOLOGICA E ANALISES GENETICAS

O crescente impacto de atividades humanas associadas a destruicdo de habitats e
ao trafico de animais silvestres tem levado a uma alarmante perda da biodiversidade
presente em nosso planeta. Esforcos no sentido de reverter ou minimizar os efeitos deste
processo sdo ainda insuficientes e necessariamente devem envolver iniciativas
integradas por campos tdo diversos quanto a economia, politica, ciéncias sociais e
muitas areas das ciéncias bioldgicas, as quais compdem uma ciéncia relativamente nova
conhecida como biologia da conservagéozo. Inserida no contexto da biologia da
conservacao, encontra-se o campo da genética da conservacao, cujos estudos baseiam-se
atualmente sobretudo em anélises moleculares?.

A identificacdo e caracterizagdo de marcadores do genoma nuclear iniciou-se com
analises de polimorfismos de comprimento de fragmentos de DNA, obtidos por meio do
tratamento do DNA com enzimas de restricdo, gerando padrdes de RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism)®. Adicionalmente, a PCR (Polymerase Chain
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Reaction)® permitiu a descricdo de outros marcadores moleculares, incluindo classes de
seqliéncias repetitivas de DNA, como os microssatélites, e de sequéncias polimorficas
amplificadas ao acaso (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA)*. Atualmente, os
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats)® representam os marcadores mais
amplamente utilizados nas &reas de genética forense e populacional, dado que
encontram-se distribuidos por todos o genoma e geralmente apresentam um alto grau de
polimorfismo. Estes possuem a vantagem de ser co-dominantes, o que permite a
identificacdo de heterozigotos, e podem ser analisados por meio de sua amplificacao,
via PCR, utilizando primers especificos complementares as sequéncias Unicas que 0s
flanqueiam?*. Recentemente, uma outra classe de marcador molecular, denominado de
SNP (Single Nucleotide Polymorphism), ou seja, polimorfismo criado por uma mutagéo
de ponto, resultante da substituicdo de um nucleotideo por outro levando ao surgimento
de diferentes alelos, vem sendo cada vez mais utilizada em andlises de genética forense
e conservacionista, dado seu alto grau de polimorfismo entre diferentes individuos tanto
no DNA nuclear como no DNA mitocondrial®.

Analises forenses e conservacionistas podem, portanto, ser baseadas em analises
de DNA no sentido de subsidiar problemas de questionamentos juridico-policiais
associados a conservacdo da biodiversidade. Estas duas vertentes apresentam uma
correlagéo direta, no sentido de gerar dados que auxiliem, especialmente, a resolucdo de
incertezas taxondmicas, determinacdo do sexo de individuos, minimizacdo da perda de
diversidade genética, determinacdo de graus de parentesco, defini¢do de rotas de trafico e
delineamento de estratégias de recuperacao de espécies e/ou populacdes.

SEXAGEM MOLECULAR EM AVES

A correta determinacdo do sexo de individuos € extremamente importante para
elaboracdo e implementacdo de programas de manutencdo e/ou reproducdo em
cativeiro, reintroducdo ou soltura e para estudos comportamentais. Em aves, a
determinacdo do sexo tem especial importancia, dado que aproximadamente 30% das
espécies nao apresentam dimorfismo sexual externo que permita a diferenciacdo
morfolégica entre machos e fémeas. Além disso, mesmo em espécies que apresentam
dimorfismo sexual tais caracteristicas muitas vezes sao sutis ou aparecem somente apds
o periodo de maturidade sexual, o que dificulta a correta identificagdo do género®’.

Embora o sexo em aves possa ser determinado por meio de analises
laparoscopicas, de esterdides fecais ou cariotipicas, tais metodologias apresentam
diversas desvantagens. O exame de laparoscopia envolve grande manipulacdo dos
animais e riscos cirdrgicos. A razdo entre estrogeno e testosterona, utilizada na anélise
de esterdides fecais, ndo é altamente confidvel para determinacdo do sexo. Por ultimo,
embora a sexagem por meio de analises cariotipicas seja adequada em aves, ja que
cromossomos sexuais ZW e ZZ sdo encontrados em fémeas e machos, respectivamente,
esta demanda grande tempo e é dificil em espécies que possuem Cromossomos sexuais
praticamente idénticos®,

Desta forma, a denominada "sexagem molecular” representa atualmente a forma
mais eficiente de determinacdo do sexo em um grande numero de espécies de aves. Esta
pode ser feita com base em amostras de DNA obtidas de diferentes fontes, como penas e
sangue que representam formas ndo-destrutivas de amostragem biolégica em aves®*.
Embora invasivas, as coletas de penas e de sangue implicam somente em um pegqueno
periodo de estresse aos animais, dado que é necessario realizar a contencdo e a
manipulagéo destes. Posteriormente, é realizada analise de regites dos genes CHD-Z e
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CHD-W (chromo helicase-DNA binding), localizados nos cromossomos sexuais, para
geracdo de perfis genéticos sexo-especificos.

O gene CHD-W localiza-se no cromossomo W e, portanto, encontra-se somente
nas fémeas, e o0 gene CHD-Z é encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos 0s
sexos>'. Desta forma, a identificacdo do género pode ser realizada por meio da
utilizacdo da técnica de PCR, empregando um unico conjunto de primers 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 identificacdo de um
fragmento de DNA em machos (genétigpo homozigoto) e de dois fragmentos distintos
em fémeas (genétipo heterozigoto)*****, O resultado, visualizado em gel de agarose ou
poliacrilamida, demonstra que para as fémeas, que possuem dois Cromossomos sexuais
diferentes, sdo identificados dois fragmentos de DNA, enquanto para os machos é
identificado somente um fragmento (Figura 1). As maiores vantagens desta metodologia
referem-se a sua simplicidade, baixo custo, amostragem minimamente invasiva aos
animais e uso de quantidades reduzidas de DNAZ.

Laudos de sexagem molecular podem ser obtidos junto a servigos registrados e
autorizados pelo IBAMA e, na area de genética forense associada a conservagdo
bioldgica, compreendem uma das principais medidas para que se obtenha sucesso em
proposicOes de estratégias de formacdo de grupos ou casais objetivando a reproducao
em cativeiro e/ou uma posterior soltura ou reintroducdo monitorada de individuos,
casais ou descendentes na natureza.

CONCLUSOES

Captura, caca, aprisionamento, transporte, compra e venda de animais silvestres,
nativos ou em rota migratoria, sem permissdo da autoridade competente, € crime
previsto na Lei Federal dos Crimes Ambientais no. 9605/98. Esta dispdes sobre as
sansdes penais e administrativas para os infratores, prevendo pena de prisdo de seis
meses a um ano, além de multa para quem desrespeita-la. Apesar disso, a captura e o
comércio ilegal de animais silvestres ja contribuem extensivamente para a ameaca de
varias espécies de aves ou populagdes encontradas no Brasil, como o papagaio-de-peito-
roxo Amazona vinacea, a arara-azul-grande Anodorhynchus hyacinthinus, a ararajuba
Guaruba guarouba e o bicudo Oryzoborus maximiliani®.

Por outro lado, o comércio de animais silvestres nascidos em cativeiro é também
previsto em Lei Federal (Portaria 118-N/MMA-IBAMA de 15/10/1997), com o intuito
de estimular a reproducdo de espécies mais procuradas em criadouros regulamentados
para que estes atendam as demandas do mercado, desvalorizando, assim, as a¢fes do
trafico. Embora a reproducdo de aves em cativeiro seja dificil, a utilizacdo de dados
genéticos, como os de analise de grau de parentesco e de sexagem molecular, podem
subsidiar planos de formacéo de casais. Desta forma, a obtencédo de filhotes de aves em
cativeiro poderd ndo somente fomentar programas conservacionistas de soltura e
reintroducdo na natureza como também aumentar a oferta de animais a serem
comercializados de forma legal no pais.
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Figura 1: Perfis genéticos sexo-
especificos para machos (A) e fémeas
(B) de espécies de aves, relativos a
amplificacdo de genes CHD-Z e CHD-
W, visualizados em gel de agarose 2%.
A esquerda, marcador de peso
molecular de 1Kb (indicacdes em pares
de bases).
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