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TITULO: DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DE MARCADORES
MICROSSATELITES EM PERDIZES (Rhynchotus rufescens) E OUTROS
TINAMIDEOS

RESUMO- A Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus de
Jaboticabal desenvolve ha varios anos pesquisas na area de animais silvestres,
contribuindo dessa forma na conservagao e producéo de espécies ameacadas de
extingdo. Uma dessas espécies estudadas para fins cientificos, a perdiz
(Rhynchotus rufescens), apresenta potencialidades para a produgao comercial em
cativeiro. Com o objetivo de determinar polimorfismos genéticos nessa espécie e
em outras espécies de tinamideos, foram desenvolvidos 16 pares de primers de
microssatélite para a perdiz a partir de biblioteca genémica enriquecida com
microssatélites. A fim de se verificar a amplificacdo cruzada em perdiz e em outros
tinamideos foram utilizados 10 pares de primers desenvolvidos para avestruzes
(Struthio camelus) e outros 10 pares desenvolvidos para o inhambu-da-cabeca-
vermelha (Tinamus major). Dos 16 locos desenvolvidos para perdiz, 8
apresentaram sucesso na amplificagdo nessa espécie e apenas cinco
amplificaram em outros tinamideos. Foi realizada a genotipagem em 26 amostras
de perdizes e obtidas estimativas relacionadas ao percentual de locos polimorficos
(50%), numero médio de alelos por loco (5,75), conteudo polimérfico informativo
médio (0,62) e diversidade genética esperada (0,69). Quanto ao teste de
transferabilidade, dos pares de primers desenvolvidos para T. major, somente um
apresentou amplificagcdo especifica em perdizes, sendo observadas taxas de
amplificacao cruzada de 100 e 70% para macuco (Tinamus solitarius) e para a
azulona (Tinamus tao), respectivamente. As amplificacées nos demais tinamideos
ficaram restritas a cinco locos de microssatélites. Com o uso de programas
computacionais e de analises estatisticas, foram estimados parametros genéticos

e fenotipicos de caracteristicas morfométricas em perdizes, visando conhecer
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melhor a estrutura dessas aves, assim como obter possiveis correlagdes com

caracteristicas de producéo.

Palavras-chave — Clonagem, herdabilidade, heterozigosidade, polimorfismo

genético, transferabilidade, inferéncia bayesiana
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TITLE: DEVELOPMENT AND USE OF MICROSATELLITE MARKERS IN THE
RED-WINGED TINAMOU (Rhynchotus rufescens) AND OTHER TINAMOUS

ABSTRACT - The Séo Paulo State University UNESP, Jaboticabal campus
has for several years research with wild animals, contributing for the preservation
and production of the species threatened by extinction. One of these species is the
red-winged-tinamou (Rhynchotus rufescens), that has potential for production in
captivity. The aim of the study was to determine genetic microsatellite
polymorphisms in this species and other tinamous species. Sixteen microsatellite
primer pairs were developed for the red-winged-tinamou from a genomic library
enriched with microsatellites. In order to verify the cross amplification for the
tinamous species we used 10 pairs of primers designed for ostriches (Struthio
camelus) and 10 pairs developed for Tinamus major. From the 16 loci developed
for red-winged-tinamou, 8 amplified in this species and only five amplified in other
Tinamous. Genotyping was performed on 26 samples and estimates related to the
percentage of polymorphic loci (50%), average number of alleles per locus (5.75),
polymorphic information content (average 0.62) and expected genetic diversity
(0.69). In order to test the transferability of the primer pairs developed for T. major,
only one had a specific amplification in partridges, with observed rates of cross-
amplification of 100 and 70% for macuco (Tinamus solitarius) and the azulona
(Tinamus tao), respectively. The amplifications in other tinamous were restricted to
five microsatellite loci. With the use of computer programs and statistical analysis,
we estimated genetic and phenotypic parameters of morphometric characteristics
in red-winged-tinamou, in order to better understand the structure of these birds, as

well as for possible correlations with production traits.

Keywords — Bayesian inference, cloning, genetic polymorphisms, heterozygosity,

heritability and transferability



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

A fauna silvestre como recurso natural sempre esteve presente em todo
processo de desenvolvimento da humanidade, sendo uma das principais razdes
da condicdo ndémade do homem primitivo, que na busca por alimentos e
vestimentas, acompanhava o movimento dos rebanhos.

Ainda hoje, a carne de animais silvestres pode ser considerada a principal
fonte de proteina animal para subsisténcia em regides carentes da Africa, Asia e
América Latina. No Brasil, principalmente nas zonas rurais, € muito utilizada por
populacbes carentes, tanto para a subsisténcia quanto para geracdo de renda
através da sua comercializacdo. REDFORD & ROBINSON (1987) estimaram um
total de 57 milhGes de animais cacados e mortos na Amazbnia brasileira,
considerando a caca de subsisténcia e comercial.

Além da caca predatoria, outras atividades como a agricultura e a pecuaria,
0 desmatamento e a poluicdo de ambientes aquaticos e terrestres tém ocasionado
sérios impactos aos animais.

A fragmentacdo dos ecossistemas, promovendo o isolamento de
populacbes naturais, tem como principal consequéncia, a diminuicdo da
variabilidade genética devido ao aumento dos acasalamentos endogamicos.
Estudos realizados por FRANKHAM (1998) relacionam o aumento do risco de
extingdo como consequéncia do aumento da endogamia. Este processo € mais
pronunciado em populacdes isoladas em ilhas e que apresentam menores taxas
reprodutivas do que as popula¢des continentais, além disso, a baixa variabilidade
genética de populacdes isoladas as torna mais susceptiveis ao processo de deriva
genética, ou seja, as variagdes ambientais e demograficas de natureza estocastica
(FRANKHAM, 1997). A depressao endogamica pode influenciar diretamente o
tamanho efetivo da populagdo, que a depender da estrutura populacional pode

levar a extingcdo local ou completa da espécie (HEDRICK, 2001).



Com o uso de técnicas apropriadas é possivel elaborar estratégias de
preservacao e recuperacao ambiental, visando retardar o processo de depresséo
endogamica ou reduzir as consequéncias catastroficas do mesmo (SANTOS et al.,
2004).

Neste sentido, 0 uso de produtos provenientes de espécies silvestres de
forma responsavel e atentando aos aspectos da sustentabilidade, podera agregar
valor a biodiversidade. Assim a criagdo de animais silvestres para fins comerciais
tem se constituido numa boa alternativa de conservacao de espécies silvestres,
concorrendo com a caca ilegal, além de proporcionar a geracdo de emprego e
renda. A carne de espécies silvestres € considerada especiaria em muitos
restaurantes e supermercados, sendo muito valorizada, principalmente em
grandes centros consumidores (NOGUEIRA-FILHO & NOGUEIRA, 2000).

Nao existem dados precisos sobre o total de carne de animais silvestres
comercializada no Brasil, nem do total de criatérios destinados a producdo
comercial. Estimativas apontam a capivara como a espécie mais comercializada,
seguida da ema, jacaré, caititu, queixada, cutia e paca (GIANNONI, 2001).

SANTOS et al. (2009), trabalhando com criatorios de caititus (Pecari
tajacu), demonstraram ser viavel economicamente a criacdo comercial destes
animais, desde que sejam atendidas condi¢cbes basicas de legislacdo, criacdo e
comercializacéo.

Em estudos realizados no Canada com uma espécie de Tinamideo
(Nothoprocta perdicaria) nativo do Chile, AGGREY et al. (1992) constataram que
apesar do maior tempo para o abate em relagdo as aves comerciais, aquelas aves
apresentaram bom peso e excelente rendimento de carcaca. Esforcos
semelhantes foram conduzidos por GARITANO-ZAVALA (2004) no sentido de
viabilizar a criagdo em cativeiro de outro tinamideo encontrado na Bolivia,
denominado localmente de pisacca (Nothoprocta ornata).

Dentre as vérias espécies que podem ser utilizadas em criatorios

comerciais, encontra-se a perdiz (Rhynchotus rufescens). Caracteristicas



relacionadas a producgéo e a reproducdo vém sendo pesquisadas desde 1989 no
Setor de Animais silvestres da FCAV/UNESP.

Em pesquisa realizada por MORO et al. (2006), comprovou-se que a carne
de peito da perdiz apresenta excelente valor nutritivo, com baixos niveis de
colesterol, rendimentos de carcaca de 74,37 % e de peito da ordem de 36,65%, o
gue atende as exigéncias do mercado consumidor. Em trabalhos realizados com
perdiz (Rhynchotus rufescens), BRUNELI et al. (2005) estudaram fatores
relacionados ao ciclo reprodutivo destas aves, determinado época e horéario de
maior postura de ovos. Da mesma forma, CROMBERG et al. (2007), com o
objetivo de conhecer aspectos reprodutivos de perdizes, estudaram a relacéo
macho:fémea, a estrutura soOcio-hierarquica e outras caracteristicas
comportamentais, com vistas a adaptacao em cativeiro.

Apesar da grande potencialidade da criacdo comercial de perdizes, por se
tratar de uma espécie em processo de domesticacdo, algumas caracteristicas
necessitam ser trabalhadas do ponto de vista zootécnico. Um estudo realizado por
HATA (2009) demonstrou a relacdo existente entre a adaptacéo das perdizes ao
cativeiro e o tempo de imobilidade tdonica desses animais, caracteristica esta
associada ao estresse.

Como podemos observar, diversas pesquisas foram realizadas nas areas
de producéao, nutricdo, comportamento e bem estar pela Instituicdo, com o intuito
de levantar estas potencialidades. Neste sentido as pesquisas na area de genética
e melhoramento sdo necessarias para caracterizacao da espécie e determinacdo
da diversidade genética de populacbes naturais e cativas.

O capitulo dois do presente estudo aborda a utilizagdo de marcadores
microssatélites em perdizes e outros tinamideos, através do uso de primers
heterolégos desenhados para avestrus (Struthio camelus) e para o inhambu de
cabeca vermelha (Tinamus major). No capitulo trés foram desenvolvidos e
caracterizados primers de microssatélites especificamente para perdiz. Também
verificamos a transferabilidade destes marcadores em outros tinamideos, como o

Macuco (Tinamus solitarius), o Zabelé (Crypturellus notivagus), a azulona



(Tinamus tao), o inhambu-chitd (Crypturellus tataupa), o0 inhambu-xororo
(Crypturellus parvirostris), o inhambu-xororao (Crypturellus variegatus), o
inhambu-guacu (Crypturellus obsoletus) e o Jadé do interior (Crypturellus
undulatus).

Com o uso de programas computacionais e de andlises estatisticas, no
capitulo quatro, estimamos parametros genéticos e fenotipicos das caracteristicas
comprimento da asa, do bico e do tarso, assim como da largura e da altura do bico
e da cabeca em perdizes, visando conhecer melhor a estrutura morfométrica
dessas aves, assim como obter possiveis correlacbes com caracteristicas de

interesse zootécnico.



Objetivos

Objetivo geral:

Selecionar conjunto de locos de microssatélites para realizacdo de estudos

genéticos populacionais em perdiz e outros tinamideos

Objetivos especificos

Analisar a tranferabilidade de pares de primers heterélogos para
amplificacdo de locos microssatélite em perdiz e outras espécies de
tinamideos;

Identificar locos de microssatélite no genoma de perdiz

Desenhar pares de primers especificos para amplificacdo de locos
microssatélite em perdiz;

Verificar a transferabilidade desses pares de primers de perdiz na
amplificacdo cruzada em diferentes espécies de Tinamidae e

Estimar componentes de (co)variancia e parametros genéticos em

caracteristicas morfométricas de perdiz



Sintese bibliogréafica

Descricado das espécies estudadas

Os tinamideos, juntamente com as ratitas, sédo considerados as aves mais
antigas do continente sul americano, com registros fésseis de 10 milhdes de anos
na PatagOnia, e em registros encontrados em cavernas no Brasil, que datam 20
mil anos. Sao classificados taxonomicamente como pertencentes a classe Aves,
ordem Tinamiformes composta por uma Unica familia Tinamidae, dividida em duas
subfamilias, a Tinaminae e a Rhynchotinae (SILVEIRA et al., 2001).

A subfamilia Tinaminae compreende o0s géneros Tinamus, Tinamotis,
Nothocercus e Crypturellus, tendo como habitat natural o chdo de florestas
tropicais e subtropicais. A subfamilia Rhynchotinae compreende espécies dos
géneros Nothoprocta, Rhynchotus, Nothura, Eudromia e Taoniscus, habitando
principalmente as regides campestres (DISLICH, 2007). A classificacdo

taxondmica da familia Tinamidae esta representada na figura 1.

Classe: Aves
Ordem: Tinamiformes
Familia: Tinamidae Tinamus
( Tinaminae J Nothocercus
Crypturellus

Subfamilia  {
Nothoprocta
Rhynchotinae | Rhynchotus
Nothura

\ Taoniscus
Tinamotis
Eudromia

\

Figura 1 - Classificacéo taxondmica da familia tinamidae (Myers et al., 2008).



Em decorréncia da grande variacdo inter-especifica que ocorre,
principalmente em géneros como Tinamus, Crypturellus e Nothura, a taxonomia
da familia é bastante complexa, levando muitas vezes a erros no estabelecimento
dos taxons (AMARAL & SILVEIRA, 2004).

Estudos realizados por BERTELLI & PORZECANSKI (2004), utilizando
analises morfolégicas e marcadores moleculares, classificaram filogeneticamente
47 espécies distribuidas em nove géneros. Apresentam como caracteristica
principal a dificuldade de vbo. A sua distribuicdo geografica abrangem o noroeste
do México ao sul da Argentina (SICK, 1997), ocupando os mais diferentes
ambientes terrestres, como as elevadas altitudes dos desertos andinos, até a Mata
Atlantica com baixas altitudes. Embora represente uma importante ordem nos
mais variados ecossistemas brasileiros, poucas pesquisas foram realizadas para
se conhecer melhor os tinamideos brasileiros. A seguir sdo descritos 0s
tinamideos utilizados no presente estudo de acordo com informagdes disponiveis
em SICK (1997), SIGRIST (2006) e IUCN (2010).

Perdiz (Rhynchotus rufescens — TEMMINCK, 1815)

Considerado o maior tinamideo campestre nacional com ampla distribuicé&o
geografica no continente americano, € também conhecida no Brasil como perdigéo
(sul do Brasil) ou inhambupé (NE do Brasil). S&o aves de aparéncia galinacea
com plumagem de coloragdo castanho claro, salpicado de preto e branco com
forte mimetismo defensivo.

Os adultos medem entre 35 e 37 cm, com peso médio de 750 gramas,
podendo alguns individuos atingir 1000 gramas (WEEKS, 1973), sendo as fémeas
mais pesadas do que os machos.

Possui habito terricola, habitando os campos sujos, cerrados e caatinga,
sendo que sua alimentacdo consiste de sementes, frutos e invertebrados do solo,

podendo utilizar-se do bico para alcancar raizes e tubérculos. Os machos séo



responsaveis pela incubacdo dos ovos e criacdo dos filhotes, que podem ser
provenientes de varias fémeas (SICK, 1997).

A perda de habitat, a contaminagdo por agrotdxicos e a caga intensiva,
constiuem sérias ameagas a sua sobrevivéncia, sendo considerada espécie
vulneravel nos estados de Sdo Paulo e Parana e espécie em perigo no Rio de
Janeiro e em Minas Gerais (BRESSAN et al., 2009).

Apresenta grandes potencialidades para a criagdo em cativeiro com
resultados muito favoraveis em termos de reprodugao, resisténcia a doengas e

facilidade no manejo, possibilitando inclusive a sua criagdo como ave de corte.

Macuco (Tinamus solitarius - VIEILLOT, 1819)

E considerado o maior tinamideo da mata atlantica, medindo até 48 cm de
comprimento, apresenta o dorso pardo-azeitonado e ventre cinza-claro.
Atualmente, a subespécie Tinamus solitarius pernambucensis, do Nordeste
brasileiro, foi considerada oficialmente invalida (AMARAL & SILVEIRA, 2004). O
desmatamento constitui a principal ameaga para a espécie, pois a ave nao
consegue se adaptar a mata secundaria, vivendo preferencialmente na mata
primitiva.

De acordo com a International Union for Conservation of Nature (IUCN,

2010) apresenta status de conservacdo “ quase ameacada’. E uma ave muito
apreciada, pois possui carne branca e saborosa, considerada pelos especialistas
franceses, como o grupo de aves cuja carne se adequa ao preparo de qualquer

tipo de prato.

Azulona (Tinamus tao - TEMMINCK, 1815)

Ave muito apreciada para caga, € encontrada na Amazonia brasileira e na

bacia do alto Paraguai, habitando exclusivamente areas de mata-de-terra-firme.



Apresenta coloracdo de tom cinza-ardoésia, podendo atingir cerca de 1,9 kg e
medindo 52 cm.

Acredita-se que o0 macuco e a azulona venham de um mesmo ancestral
comum, com diferencas relacionadas ao peso maior da Azulona e ao fato dos
ovos, apesar de serem da mesma cor verde azulada, serem perfeitamente
esféricos na azulona, diferenciados da forma oblonga apresentada em Tinamus

solitarius.

Jad (Crypturellus undulatus - TEMMINCK, 1815)

Ave cinegeética tipica do Brasil central, habita matas abertas e cerrados,
principalmente na beira de rios, também conhecida na Amazénia como Macucaua
e Sururina. Representante da avifauna primitiva apresenta registros fésseis
encontrados no continente que datam 10 milhdes de anos. Possui plumagem
cinza amarronzada no dorso, finamente estriada, medindo cerca de 31 cm de
comprimento.

No sudeste e sul do Brasil, ocorre o Jad-do-litoral (Crypturellus noctivagus
noctivagus), também chamado de Jad-do-sul ou zabelé, encontrado na mata

atlantica primitiva, desde o nivel do mar, até cerca de 400 m de altitude.

Inhambu-xororé (Crypturellus parvirostris- WAGLER, 1827)

E a menor espécie do seu género, medindo cérca de 19 cm, com vasta
distribuicdo geografica no Brasil, habitando campos sujos, capoeiras, plantacdes e
pastos. Também conhecida popularmente no Brasil por inhambuzinho, inhambu-
mirim, espanta-boiada, bico-de-lacre e xoror6. Por ser uma ave cinegeética
apresenta status de conservagdo de espécie em perigo. Ocorre ao sul do
Amazonas, Para ao nordeste, sudeste e sul do Brasil, assim como no Peru,
Bolivia, Paraguai e Argentina. Adapta-se bem ao cativeiro, tendo 6&tima

capacidade de reproducgéo, o que favorece o repovoamento em areas naturais.
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Inhambu-xinta (Crypturellus tataupa - TEMMINCK, 1815)

Apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil e em paises da America
do Sul, habitando capoeirbes, espigbes de mata secundaria, plantagdes
degradadas em areas de mata nativa primitiva, plantagées (milho, café, algodao,
entre outras). Também conhecida no Brasil como pé-roxo, bico-de-lacre, chitéo,
com dimensées de aproximadamente 23 cm. E uma ave cinegética, que pouco se
afeta as variagoes em seu habitat, reproduzindo-se com relativa facilidade em

condicdes de cativeiro.

Inhambu-guacgu (Crypturellus obsoletus -TEMMINCK, 1815)

E um tinamideo florestal, encontrado na mata primaria, em trechos de
vegetacdo densa e de sub-bosque, e em matas secudarias, habitando a floresta
atlantica no Brasil em praticamente todos os niveis de altitude, sendo sua
presenga mais marcante, acima dos 400 m. Apesar de ser ave de interesse
cinegético, apresenta status de conservagao “pouco preocupante”.

Mede entre 28 e 32 cm, possuindo uma camuflagem bastante eficiente,
com plumagem em tons de marrom-acinzentado nos machos e uma tonalidade
mais avermelhada nas fémeas. Em regidbes onde ocorreram a implantagao de
florestas de Eucaliptus e de Pinho, o inhambu-guagu apresentou grande

crescimento populacional.
Inhambu-chororéo (Crypturellus variegatus - GMELIN, 1789)
Também conhecido como inhambu-anhanga, chordo ou inhambu-codorna,

inhambu-reldgio e inhambu-onga, € encontrado no sudeste e nordeste do Brasil ,

sendo também de ocorréncia amazdnica. E uma ave cinegética, sendo atraida e
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cacada com o uso de pio de madeira apropriado, no periodo entre setembro e
novembro.

Possui uma peculiariedade reprodutiva na relagao de trés a quatro machos
para cada fémea, que bota um sé ovo de coloragcédo rosada, para que o macho
possa incuba-lo. A fémea atrai um segundo macho, acasala, copula, seguido de
nova postura, que sera chocado por esse segundo macho, sendo tal procedimento

repetido com trés ou quatro machos.

Zabelé (Crypturellus noctivagus - WIED-NEUWIED, 1820)

Espécie cinegética muito ameagada pelo desmatamento e a ocupagao
imobiliaria em suas areas de ocorréncia natural, ocorrendo inclusive extingdes
locais. E uma espécie de ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo na caatinga e
na mata atlantica. Mede entre 32 a 34 cm, com linhas horizontais vermelho-
acobreado no dorso inferior, o tom alaranjado do ventre e garganta, e a tonalidade
corporal cinza-azulado.

As fémeas apresentam minimas diferengas no colorido da plumagem,
sendo esse em geral um pouco mais claro. De acordo com a International Union
for Conservation of Nature (IUCN, 2010) apresenta status de conservacao “ quase

ameacada’.
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Figura 2 — Espécies de tinamideos:a) Rhynchotus rufescens ;b) Tinamus solitarius; c¢) Tinamus tao d) Crypturellus
undulatus; e) Crypturellus parvirostris ; f) Crypturellus tataupa g) Crypturellus obsoletus; h) Crypturellus
variegatus e; j) Crypturellus noctivagus

Marcadores Moleculares na conservacao de espécies

Marcadores moleculares sado definidos como todo e qualquer gendtipo
molecular proveniente de um gene expresso ou de um segmento especifico de
DNA (FERREIRA & GRATTTAPAGLIA, 1995).

O desenvolvimento tecnoldogico na area de marcadores moleculares tem

aumentado bastante nos ultimos anos, principalmente apds a padronizacdo da
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técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), que consiste na sintese
enzimatica “in vitro” de cépias de um segmento especifico de DNA na presenga da
enzima DNA-Polimerase, e de um par de oligonuceotideos utilizados como
iniciadores (Primers) que delimitam a sequencia de DNA para amplificagdo. Trata-
se de uma técnica rapida e versatil, que envolve ciclos sequenciais completos
compreendendo as etapas de desnaturacao, hibridizacado e extensao de DNA.

Os marcadores moleculares tém sido muito utilizados na construcéo de
mapas de ligagdo, teste de parentesco, genética evolutiva, ecologia, estudos
filogenéticos e genética de populagbes. A caracterizagdo genética de animais é
importante para quantificar a diversidade genética, constituindo-se uma importante
metodologia para os programas de melhoramento genético e de conservagéo
(FERREIRA & GRATTTAPAGLIA, 1995).

Caracteristicas de interesse zootécnico como reproducdo, producao,
resisténcia a doengas e comportamentais resultam da interacdo da constituicdo
génica e do meio ambiente. Animais criados sob as mesmas condigdes ambientais
podem apresentar diferengas fenotipicas em razdo de pequenas mudangas nas
sequéncias de nucleotideos, que constituem a informagdo genética de cada
individuo (COUTINHO & REGITANO, 2001).

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas para detectar a variabilidade
genética nas sequéncias de DNA, mediante marcadores moleculares, como RFLP
(Restriction Fragment Length Polimorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), mt DNA (DNA
mitocondrial) e microssatélites ou STR (Short Tandem Repeats).

VIALA et al. (2001) utilizaram primers de RAPD para determinagao da
variabilidade genética de tucanos (Ramphastos toco) observando principalmente
a nitidez de padréao de amplificagdo e do resultado positivo de reprodutibilidade.
Em estudos de variabilidade genética de papagaios da espécie Amazona vinacea,
OLIVEIRA (2003) observou indices de diferenciagdo (Simple Matching), que

variaram de 6,3 a 40,8%. O autor encontrou variagdo genética de 10 a 40%, ao
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analisar vinte individuos da espécie Triclara malchiatacea, criados em cativeiro,
utilizando nove primers de RAPD.

A variabilidade genética de duas espécies de araras silvestres Ara araruna
e Ara chloroptera, foi determinada por CAPARROZ et al. (2001), através da
técnica DNA fingerprint, utilizando sondas de minissatélites humanos. Os autores
encontraram indices de variabilidade genética maior na populacdo de A.
chloroptera do que na populagéo de A. araruna.

Espécies que apresentam menor diversidade genética sao mais vulneraveis
a extingdo. FARIAS & MYIAKI (2006) verificaram alta correlagdo entre
variabilidade genética e ameaca de extingdo de trés espécies de araras,
Anodorhinchus hyacinthinus, Ara araruna e A. chloroptera. A espécie A.
hyacinthinus, ameacada de extingdo, apresentou os mais baixos valores de
variabilidade genética (heterozigosidade e diversidade alélica), quando
comparados aos observados para as outras duas espécies, que ndo estdo
ameacadas de extin¢ao.

A manutencao da diversidade genética € um dos principais objetivos na
conservacdo de pequenas populacdes, nas quais, o declinio da variabilidade
genética provoca a diminuicdo da capacidade de resposta a selecédo natural e aos

efeitos da deriva genética na frequéncia de alelos (STOFER, 1996).

Marcadores Microssatélites (STRs)

No genoma dos organismos eucariotos, existe uma grande quantidade de
DNA repetitivo, sendo descritos pela primeira vez em leveduras e vertebrados por
HAMADA et al. (1982). Microssatélites sdo caracterizados por repeticbes em
tandem de mono, di, tri ou tetra nucleotideo, localizadas dentro de regides de
sequencia Unica. Cada bloco de repeticdes € normalmente menor que 100 pares
de nucleotideos (TAUTZ, 1989).

Apresentam a vantagem de serem marcadores co-dominantes e se

encontram distribuidos por todo o genoma eucariota (TAUTZ, 1989). Sdo menos
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comuns e mais curtos em organismos invertebrados do que nos vertebrados,
sendo que o0s organismos que apresentam “sangue frio”, como peixes e
tartarugas, possuem sequéncias repetidas mais longas (CHAMBERS et al., 2000).
Estudos realizados por LI et al. (2004) analisando frequéncia e densidade de
microssatélites em regides codificantes, constataram uma maior abundancia de
hexanucleotideos (64,5% - 76,6%), seguidos de proporcdes decrescentes de tri,
di, e mono-nucleotideos. Estes mesmos autores observaram predominancia de
repeticdes ricas em adenina e mais raramente repeticdes ricas em guanina.

Os STRs mais estudados séo as sequéncias (CA)n e (GT)n por aparecerem
com maior frequéncia na maioria dos genotipos eucariotos. De acordo com Weber
(1990), estas repeticdes se apresentam no genoma humano a cada 100 kb.

Estes marcadores podem ser amplificados pela técnica de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), utilizando iniciadores (primers) que contém parte da
sequéncia flanqueadora a regido repetida, resultando em produtos de diferentes
tamanhos, em funcdo do numero de copias da seqUéncia delimitada pelos
primers. A visualizagdo dos amplificados pode ser feita através de técnicas de
eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida.

Estas caracteristicas tém possibilitado a utilizagcdo dos marcadores
microssatélites em diferentes estudos, como a constru¢do de mapas de ligacéo,
teste de parentesco, genética de populagdes, genética evolutiva, ecologia e
estudos filogenéticos (PRIMMER et al., 1997).

Andlises de polimorfismos de STRs tém sido utilizadas em diversos estudos
de variabilidade genética, tanto intra como inter populacional, sendo empregadas
também para se determinar a distancia genética de populagdes.

Segundo OLIVEIRA et al. (2006), um elevado numero de alelos privados ou
exclusivos podem ser encontrados com o uso de STRs, em estudos envolvendo
sub-populagdes dentro de meta-populagdes. Estes alelos privados permitem inferir
sobre o grau de isolamento das sub-populagdes. Entretanto, a taxa de mutagao
dos microssatelites pode induzir a super-estimativas sobre fluxo génico ou de

introgressao genética, ocasionada pela homoplasia de alelos, onde dois alelos
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podem ser considerados idénticos devido a condicdo de estado e ndo por
descendéncia (BALLOUX et al. , 2000).

A determinacdo do grau de parentesco entre individuos através destes
marcadores possibilita a diferenciacdo de animais que sao produzidos legalmente
em criatorios comerciais daqueles coletados de forma ilegal na natureza. Com
este objetivo, PILLAY et al. (2009) caracterizaram 22 locos de microssatélites
polimorficos para uma espécie de papagaio Sul-Africano (Poicephalus robustus ).
Estimativas de exclusdo de paternidade também podem ser obtidas com 0 uso
destes marcadores, conforme estudos realizados por ZOU et al. (2010) com uma
espécie de grou japonés (Grus japonensis).

A construcao de bibliotecas de microssatélites pode ser realizada através
da técnica shotgun, que consiste na clivagem da molécula de DNA em milhares de
fragmentos, sendo estes entdo clonados em vetores e sequenciados
(FLEISCHMANN et al. 1995). Embora esta técnica permita a obtengcdo de um
grande numero de microssatélites, € necessario o sequenciamento de inUmeros
fragmentos, o que implica em maiores custos.

Outra técnica, como a adotada no presente estudo, consiste na construgéo
dos primers de microssatélites através do enriquecimento de bibliotecas, com o
uso de sondas biotiniladas que seleciona os fragmentos por motivos de repeticéo
(CT e GT), para entdo proceder a clonagem nos vetores e sequenciamento,
conforme protocolo adaptado de BILLOTE et al. (1999).

Outro atributo interessante dos marcadores STRs é a transferabilidade, ou
seja a possibilidade de se utilizar pares de primers desenhados para uma
determinada espécie, na determinacdo de polimorfismos em outras espécies do
mesmo género (CIPRIANI et al., 1999) ou dentro da mesma familia (ZUCHI et al.,
2002; Roa et al. ,2000).

Diversos estudos demonstraram que esta transferabilidade depende nao
somente da proximidade filogenética entre as espécies, mas também de fatores
como o tamanho e a complexidade do genoma. LILLANDT et al. (2002),

trabalhando com aves e WILLIAMSON et al. (2002), com felinos, obtiveram
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melhores resultados com o uso de primers heter6logos do que GARNER et al.
(2003) e PRIMMER & MERILLA (2000) em pesquisas com anfibios, possivelmente
devido ao tamanho dos genomas destes serem o dobro do genoma dos
mamiferos e quatro vezes o das aves.

Uma metodologia desenvolvida por DAWSON et al. (2009) selecionando
l6cus de microssatélites com elevado grau de homologia entre uma espécie de
passaro nativo da australia (Taeniopygia guttata) e a galinha domeéstica (Gallus
gallus), permitiu melhorar consideravelmente a taxa de transferabilidade em outras
espécies de passaros

Neste sentido, o conhecimento da variabilidade genética em populagdes de
perdizes permitira desenvolver programas de reprodu¢do e melhoramento
genético, visando a conservacgao e a criagdo comercial da espécie, assim como,
servira de subsidio para estudos de conservagcao de outros tinamiformes, como

macucos, inhambus, jads e zabelés.
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CAPITULO 2 - UTILIZACAO DE PRIMERS HETEROLOGOS NA
DETERMINAGAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM PERDIZES
(Rhynchotus rufescens) E OUTROS TINAMIDEOS

RESUMO - Considerada o maior tinamideo campestre da fauna brasileira e
com ampla distribuicdo geografica no continente americano, a perdiz (Rhynchotus
rufescens), juntamente com outros representantes desta ordem, encontram-se
atualmente com populacbes em declinio, principalmente pela destruicdo de
habitats e pela caca predatéria. A conservagcdo destas espécies se justifica ndo
somente por sua historia evolutiva, como principalmente pela importancia
ecoldgica que estas aves apresentam, contribuindo para a dispersdo de sementes,
controle de insetos e predacdo, além da criacdo em cativeiro para fins comerciais.
Para tanto se torna necessario conhecer a estrutura genética destes animais a fim
de subsidiar estratégias conservacionistas. Neste sentido o presente estudo teve
como objetivo caracterizar o grau de polimorfismo genético em perdizes, utilizando
dez pares de primers de microssatélites, desenhados para avestruzes (Struthio
camelus) e dez pares de primers especificos para o inhambu-cabeca-vermelha
(Tinamus major). Nenhuma amplificacdo foi obtida em perdizes com a utilizacao
dos primers para avestruz. Dos primers desenvolvidos para T. major somente um
(E101) apresentou amplificacdo especifica em perdizes, observando-se
amplificacdes inespecificas para os primers Al104, E118 e E119. Foram
observadas taxas de amplificagédo cruzada de 100 e 70% para macuco (Tinamus
solitarius) e para a azulona (Tinamus tao), respectivamente. De acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo, € possivel a utilizacdo desses marcadores
em pesquisas destinadas a conservagao dessas duas espécies, sendo necessario
o desenvolvimento de primers especificos para a perdiz e os demais tinamideos

estudados.

Palavras-chave: Conservacao, PCR, variabilidade genética e transferabilidade
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Introducéo

A perdiz (Rhynchotus rufescens), maior tinamideo campestre nacional,
juntamente com outros representantes desta ordem, encontra-se em algumas
regides ameacada de extin¢do, principalmente pela destruicdo de habitats e pela
caca predatéria (BRESSAN et al., 2009). Sua distribuicdo geogréfica abrange todo
o continente americano (SICK, 1985).

Segundo SICK (1985) sdao animais que pertencem a avifauna mais antiga
deste continente, com registros fosseis de 10 milhdes de anos na Patagbnia, e em
cavernas no Brasil, que datam de aproximadamente 20 mil anos.

O desenvolvimento de estratégias que visem a conservagdo destas
espécies se justifica ndo somente por sua histéria evolutiva, como também pela
importancia ecoldgica que estas aves apresentam, contribuindo para a dispersao
de sementes, controle de insetos e predacéo.

Vale ressaltar ainda, que estes animais podem ser criados em cativeiro,
assumindo uma importancia econdmica na geracdo de emprego e renda em
comunidades carentes, desde que atendidas condi¢cdes basicas de legislacao,
criagcdo e comercializagdo. Neste sentido torna-se importante a determinacdo da
estrutura genética das populacdes tanto em vida livre como em cativeiro,
principalmente no que se refere a variabilidade entre individuos e entre
populacbes, 0 que determina as estratégias de conservacdo e manejo de
espécies.

Com o desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) na década de 80, marcadores STRs tem sido muito utilizada em pesquisas
as questdes de evolucéo e de biologia da conservacao.

Os STRs estdo amplamente distribuidos no genoma dos diversos
organismos, de forma casual. Em animais, verifica-se a ocorréncia da
conservacdo de sitios de STRs em espécies relacionadas, 0 que permite em
alguns casos, a amplificacdo de locos de microssatélites de espécies do mesmo

género com o uso de primers heterélogos (MOORE et al., 1991).
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Trabalhos realizados por MENOTTIRAYMOND & OBRIEN (1995) com
espécies estreitamente relacionadas, tais como gado bovino e ovino,
demonstraram ser possivel a utilizacdo de primers desenhados para uma espécie,
na analise de polimorfismos de microssatélites de outra espécie. ZUCOLOTO et
al. (2006), utilizando primers desenvolvidos para o crocodilo americano (Alligator
mississipiensis) e para o jacaré do papo amarelo (Caiman latirostris), conseguiram
a amplificagdo de produtos de PCR com relativo polimorfismo em outras trés
espécies de crocodilianos sul americanos. Para a determinacdo do ndamero
populacional de ongas pardas (Puma concolor) em duas unidades de conservacgéo
do estado de S&o Paulo, MIOTTO (2006) utilizou-se de primers desenvolvidos
para o gato doméstico (Felis catus). Da mesma forma, DALTOE-INGLEZ et al.
(2005) para a avaliacdo da variabilidade genética de bugios (Alouatta caraya),
utilizaram primers de espécies relacionadas.

A transferabilidade em aves também é descrita em diversos trabalhos,
apesar da frequéncia relativamente baixa de locos de microssatélites comparada
com outras espécies (LONGMIRE et al.1999; PRIMMER et al. 1997b). PANG et al
(1999) obtiveram taxa de 22,9 % de amplificacdo especifica em codornas,
utilizando STRs desenhados para galinhas.

Em trabalho realizado por LILLANDT et al. (2002) com microssatélites
desenvolvidos para Siberian Jay (Perisoreus infaustus), foi observada
transferabilidade destes primers em outras quatro espécies de passaros, embora
os melhores resultados foram obtidos para a espécie do mesmo género.
Resultados semelhantes tiveram HUANG et al. (2005), que verificaram maior
transferabilidade em gansos do que em galinhas e pavdes, quando utilizaram
primers para microssatélites desenhados para patos-de-pequim, ressaltando que
patos e gansos pertence a ordem Anseriforme, enquanto galinhas e pavdes séo
galiformes.

Diferentes estudos bioquimicos obtidos por hibridizagdo de DNA colocam
os tinamiformes como parentes proximos de ratitas, como a ema (Rhea
americana) e o0 avestruz (Struthio camelus) (SIBLEY & AHLQUIST, 1981).
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GARNERO et al. (2006) estudando a homeologia cromossdmica de varias
espécies da familia tinamidae, também constataram a proximidade do grupo
Rhynchotus e Nothura com as ratitas, porém com um grau de diferenciacéo entre
0S Cromossomos sexuais.

Por esta razdo, para a verificacdo de transferabilidade em perdizes
(Rhynchotus rufescens) e outros tinamideos, o presente estudo avaliou a
utiizacdo de primers heterélogos de microssatélites, desenvolvidos para
avestruzes (Struthio camelus) e para o Inhambu-de-cabeca-vermelha (Tinamus

major).

Materiais e método

Coleta das amostras

Os estudos foram realizados utilizando amostras de sangue de perdizes e
de outros tinamideos, coletadas a partir da veia na asa, e, em algumas aves com
o corte da unha.

O nuamero de individuos amostrados de cada espécie, e os locais de coleta
estdo discriminados conforme Tabela 1.



Tabela 1 - Relagdo dos tinamideos e locais de coleta das amostras analisadas nesse estudo
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Espécie/amostra Nome Cientifico Ne Criador Localidade
02 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
; 04 Setor de Aves-UESB Itapetinga-BA
Perd Rhynchot i
erdiz ynenotus rutescens 02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
18 Criatério cientifico da FCAV/Unesp Jaboticabal-SP
Inhambu chororé Crypturellus parvirostris 04 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
yp P 02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
Inhambu-quaci Crypturellus obsoletus 02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
guag yp 02 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Macuco Tinamus solitarius 07 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
03 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
Zabelé Crypturellus noctivagus 03 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Jao Crypturellus undulatus 03 Criatério Pocos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Inhambu-chinta Crypturellus tataupa 03 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Inhambu-chororédo Crypturellus variegatus 03 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Azulona Tinamus tao 03 Criatério Pocos de Caldas Pocos de Caldas-MG

Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido de tecidos e sangue utilizando-se do método

do fenol-cloroformio (AUSEBEL et al., 1995). Para se obter a digestdo das

proteinas foi
sobrenadante para um novo

cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1)

adicionada proteinase K (20mg /ml). Depois transferiu-se o

para um tubo novo.

tubo adicionando-se a este 300 ul de

removendo-se novamente o sobrenadante

Adicionou-se 700ul de etanol absoluto gelado, levando-se a mistura para o

freezer a uma temperatura de -20°C por 1 hora, para em seguida descartar o
sobrenadante por decantacdo. Nova precipitacdo realizada adicionando-se 150ul
de etanol 70%. Prosseguiu-se a uma centrifugacdo a 4°C por 25 minutos e 12000
rom e ao finalizar, desprezou-se o sobrenadante, para resuspensao posterior do
pellet seco totalmente, com 150ul de TE (10mM Tris HCI pH=7,6 e 1mM EDTA

pH=8,0), sendo finalmente armazenado a 4°C.
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A visualizagdo da integridade e concentragdo do DNA foi feita atraves de
luz ultravioleta (UV) em aparelho Gel-Doc (Bio-Rad). A quantificacéo e verificacéo
de qualidade das amostras de DNA foi realizada em aparelho NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific). Na quantificacdo foram utilizados 2,0ul do
DNA extraido, sendo a qualidade das amostras verificada mediante a relagcéo
260/280 nm e 260/230 nm, as quais medem respectivamente a pureza do DNA e a
presenca de proteinas, fenol e outros contaminantes que sao absorvidos a 280

nm.

Desenho e caracteristicas dos primers utilizados

Inicialmente para a determinacdo de polimorfismos em perdizes, foram
selecionados dez locos identificados em avestruzes (TANG et al., 2003; KINWELE
et al., 1998). Outros dez locos foram selecionados a partir do trabalho publicado
por BRENNAN et al. (2008), que desenvolveu primers de STRs especificos para
Inhambu-de-cabeca-vermelha (Tinamus major). A selecao dos primers foi feita
considerando-se o numero de alelos e o comprimento dos produtos. Com o
objetivo de diminuicdo de gastos na etapa de genotipagem foi adicionada aos
primers forward uma cauda M13 (CACGACGTTGTAAAACGAC), de acordo com
protocolo descrito por SCHUELKE (2000) e BOUTIN-GANACHE et al. (2001).

As sequéncias dos primers foward e reverse, unidades de repeticao,
namero de alelos (NA) e comprimento dos produtos obtidos pelos primers para
avestruzes e Inhambu-de-cabeca-vermelha selecionados estdo apresentados nas

tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 — Relagéo dos locos selecionados de avestruzes (Struthio camelus) para analise de transferabilidade em perdiz e
outros tinamideos

Locos

Acesso GenBank N° Sequéncia (5°-3") Repeticédo NA Tamanho
CAU1 AF533368 I TTACAAGCAAGGTAGAACCCA (AC)8AT(GC)3(AC)7 10 86-104
R: GCAAGCAACCCAATCCCTG
CAU7 AF533371 - CACTCCTGTCCCCTACTTG (AC)18 12 185-211
R: CTGTAGTGTATTTAGAGACTGA
F: ATTTAACTTCTCTAAGGCACTC
CAUTAAFS33375 L' n oo A T OAGAGAGAC (CA)16 14 142-178
F: CGTAAACCCAGATAATCACAA
CAUT7 AFS33378 L T O e, (CA)22 11 160180
F: ACGGGGAGACTCAAGGATG
CAU40 AF533395 o O AT (CA)9 9 138-156
F: AMACAAGCCGCTAGTGAGGA
CAUB3 AF533422 L A A ra (AC)16 8 198-218
F: GAGGTGCCTGTCTTGTTTAC
CAUBs AFS33424 [ SR T AT (AC)26 16 204-276
. F: ATCACTTTGCTGAAGTCAAAGG
osSM4 R: CTAACAGAGATCTGGGCGGA (TA)16 5 134
- F: GTGGATCAGTTCAATCCTTGC (CA20 6 -
R: GCCCAAGAAAATGATGGAGA
- F: TTTGACCATTCAGCATGCAT (cANS 5 108

R: AGAACTGCTGCCTTTCCTCA

Marcadores microssatélites com cédigo CAU (China Agricultural University)
Modificado de TANG et al.(2003)

Marcadores microssatélites com codigo OSM

Modificado de KIMWELE et al.(1998)
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Tabela 3 - Relagdo dos locos selecionados de inhambu da cabega vermelha (Tinamus major) para analise de
transferabilidade em perdiz e outros tinamideos

,K‘;ZZZO - Sequencia (5 - 3°) Repeticao NA(Individuos) Tamanho (Pb)
s AT e s
EU2SO615 R - GCTOAAAATAATGAATGGAGAG CA(16) e e
EUZ59616 R - TAGOGGCCTAGOAGGTIAG cA (19 B e
EU2SO817 R COAAGTATTGTTTCAGTOAAGG CA @0 Boe e
oo R e o o e
FU259623 R GOGOATACTOTCTOTTTCCC GA(19) nee T
FU259624 R TOACGCTTCAGTTATGAGCS cA(22) weL e
FUz59625 R GOCTTTAGTOTOCTOTAGGS CT (19 209 o
FU259627  R-AAGTOCCGGTGGTGTTAG oT(19) 20 o

Modificado de BRENNAN et al. (2008)

Otimizacao da PCR

A reacado de amplificagao foi realizada de acordo com a programacgao para
cada primer apos ter conseguido as temperaturas 6timas para cada um deles
fazendo gradiente de temperaturas, ajuste de ciclos, variando as Taq polimerases
e mudando as concentragdes dos diferentes reagentes utilizados na PCR. A
concentragao dos reagentes utilizados na PCR, os parametros utilizados assim
como as condi¢gdes utilizadas para a padronizacdo das reagbes em PCR no

termociclador sdo apresentadas nas tabelas 1 e 2 em anexo (pagina 63).
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Resultados e discussao

Gel utilizando primers de avestruzes

Dos dez pares de primers testados em perdiz, somente os primers CAU14 e
o CAU17 apresentaram amplificons em amostras (Figura 1). No entanto estas
bandas se mostraram inespecificas. Resultados semelhantes foram descritos por
BRENNAM et al. (2008), onde os autores também obtiveram inespecificidade de
amplificacbes com o uso de primers de avestruz para analisar polimorfismo em

Tinamus major.

Figura 1 — Resultados de PCR primers CAU14 e o CAU17 Corrida em gel de agarose 2 % - Tm = 56° C. As amostras
seguem a seguinte ordem: L - corresponde ao ladder de 1kb; 1 e 2 - amostras de DNA de perdizes utilizando-se
o primer CAU 14; 3 e 4 - amostras com o primer CAU 17; 5 a 7 - amostras de DNA de avestruz utilizando-se o
primer CAU 14; 8 e 9 amostras com o primer CAU 17 utilizando-se DNA de avestruzes.

Amplificacdo com os locos de inhambu da cabeca vermelha

Dos dez pares de primer testados, quatro apresentaram amplificagcdes
inespecificas e somente o primer E101 apresentou boa amplificagdo em perdizes,

conforme observado na figura 2.
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Figura 2 — Resultados de PCR em amostras de perdizes amplificadas com o primer, Tm 54°C. Corrida em gel de agarose 2
%. As amostras seguem a seguinte ordem: 1 a 11 - amostras de DNA de perdizes utilizando-se o primer E101; C

— controle negativo; L — Ladder de 1kb
O resumo das amplificagdes preliminares obtidas usando-se primers do
inhambu de cabeca vermelha (Tinamus major) em amostras de perdizes e outros

tinamideos é apresentado na tabela 4.

Tabela 4 - Amplificacdo em amostras de DNA de diferentes espécies de tinamideos utilizando pares de primers
desenhados para Tinamus major

Primer A1 A11 A104  A106  A108 E101  E105 E111  E118  E119
Espécie

Perdiz # + # #
Macuco + + + + + + + + + +
Azulona + + + + + + +
Inhambu-guagu + +

Inhambu-xororé + + +
Inhambu-chinta + +

Inhambu-xororéao +

Jaé do interior

Zabelé +

4 Amplficagoes naspesifoss

Conforme os resultados apresentados na tabela 4, verifica-se que a taxa de
transferabilidade dos primers utilizados foi maior em espécies do mesmo género
Tinamus, como o0 macuco(100%) e a azulona (70%) do que em espécies de outros
géneros. Resultados semelhantes foram obtidos por LILLANDT et al. (2002)
trabalhando com aves do género Perisoreus e HUANG et al. (2005) trabalhando

com patos e galinhas.
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Os testes de amplificacdo realizados em perdizes ndo produziram bons
resultados, com excegao do primer “E101” que apresentou amplificagdo especifica
e os primers A104, E118 e E119 com amplificagdes inespecificas, os demais locos
ndo produziram amplificons. Quanto aos demais tinamideos analisados, os
estudos sao preliminares, sendo necessario realizar novas reagdes de PCR,
testando concentracdo de reagentes e principalmente a determinagdo da
temperatura de hibridizacdo ideal para cada espécie, uma vez que nao foi
realizado testes em gradiente de temperatura visando otimizagcéo das reagdes de
PCR.

Conclusdes

A utilizagao de primers heterdlogos pode constituir uma boa metodologia na
avaliagdo de polimorfismos genéticos em populagdes, entretanto nem sempre a
transferabilidade ocorre em espécies pertencentes a mesma familia. Conforme

observamos neste estudo a eficiéncia foi maior entre espécies do mesmo género.
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CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE PRIMERS DE
MICROSSATELITES PARA AVALIAGAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS
EM PERDIZES (Rhynchotus rufescens) E OUTROS TINAMIDEOS

Resumo - A perdiz (Rhynchotus rufescens), considerada o maior tinamideo
campestre nacional e com ampla distribuicdo geogréfica no continente americano,
juntamente com outros representantes desta ordem, encontra-se atualmente
ameacada, principalmente pela destruicdo de habitats e pela caca predatéria. A
conservacao destas espécies se justifica ndo somente por sua historia evolutiva,
como principalmente pela importancia ecolégica que estas aves apresentam,
contribuindo para a dispersdo de sementes, controle de insetos e predacao, além
da criacdo em cativeiro para fins comerciais. Para tanto é importante conhecer a
estrutura genética destes animais a fim de subsidiar estratégias conservacionistas.
Neste sentido o presente estudo teve como objetivo desenvolver primers de
microssatélites especificos para perdizes, a partir de biblioteca genbmica
enriguecida com microssatélites. De 16 pares de primers desenhados, somente
oito foram otimizados para determinacéo de polimorfismos genéticos em perdizes,
sendo que quatro destes mostraram-se monoforficos. Foi realizada a genotipagem
em 26 amostras de perdizes de diferentes origens utilizando-se de quatro primers
e obtidas estimativas relacionadas ao percentual de locos polimorficos (50%),
namero medio de alelos por loco (5,75), conteudo de informacao polimérfica médio
(0,62) e diversidade genética esperada (0,69). Quanto ao teste de
transferabilidade em outros tinamideos, tivemos resultados positivos em poucos
pares de primers. A utilizacdo dos locos polimorficos desenvolvidos possibilitara o
estabelecimento de estratégias voltadas para os programas de melhoramento
genético de populacbes destinadas a producdo zootécnica em cativeiro, assim

como, conhecer a estrutura genética de populacdes naturais.
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Palavras-chave: Clonagem, conservacdo, heterozigosidade, transferabilidade e

variabilidade genética

Introducéo

Considerada o maior tinamideo campestre nacional e com ampla
distribuicdo geografica no continente americano, a perdiz (Rhynchotus rufescens)
juntamente com outros representantes desta ordem, encontra-se em algumas
regides, ameacada de extingdo, principalmente pela destruicdo de habitats e pela
caca predatéria (BRESSAN et al., 2009).

Sao animais que pertencem a avifauna mais antiga deste continente, com
registros fosseis de 10 milhdes de anos na Patagb6nia, e em cavernas no Brasil,
que datam de aproximadamente 20 mil anos (SICK, 1985).

A conservacdo destas espécies se justifica ndo somente por sua historia
evolutiva, como também pela importancia ecoldgica que estas aves apresentam,
contribuindo para a dispersao de sementes, controle de insetos e predacao.

Outro aspecto importante € que alguns destes animais podem ser criados
em cativeiro, assumindo importancia econémica na geracdo de emprego e renda,
desde que sejam atendidas condicdes basicas de legislacdo, criacdo e
comercializacdo. SANTOS et al. (2009), trabalhando com criatérios de caititus
(Pecari tajacu), demonstraram ser viavel economicamente a criagdo comercial
destes animais, desde que sejam atendidas condi¢cdes basicas de legislacao,
criacao e comercializacgéo.

Em trabalhos realizados com perdiz (Rhynchotus rufescens), BRUNELI et
al. (2005) estudaram fatores relacionados ao ciclo reprodutivo destas aves,
determinado época e horario de maior postura de ovos. Da mesma forma,
CROMBERG et al. (2007), com o objetivo de conhecer aspectos reprodutivos de
perdizes, estudaram a razdo sexual, a estrutura soécio-hierarquica e outras

caracteristicas comportamentais, com vistas a adaptacao em cativeiro.
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Através de pesquisas desenvolvidas no Canadad com outra espécie de
tinamideo nativo do Chile (Nothoprocta perdicaria)) AGGREY et al. (1992)
constataram que apesar do maior tempo para o abate em relacdo as aves
comerciais, aquelas aves apresentaram bom peso e excelente rendimento de
carcaca. Esfor¢cos semelhantes foram conduzidos por GARITANO-ZAVALA (2004)
no sentido de viabilizar a criacdo em cativeiro de outro tinamideo encontrado na
Bolivia, denominado localmente de pisacca (Nothoprocta ornata).

Determinar a estrutura genética das populac¢des tanto em vida livre como
em cativeiro, principalmente no que se refere a variabilidade entre individuos e
entre populagbes, constitui um aspecto importante no estabelecimento de
estratégias de conservacdo e manejo de espécies.Com o desenvolvimento da
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) na década de 80, marcadores
STRs tem sido muito utilizado em pesquisas direcionadas a producdo animal,
assim como, a questdes relacionadas a evolucédo e a biologia da conservacao.

Vérios trabalhos de pesquisa reportam a utilizacdo de marcadores
microssatélites em espécies de interesse zootécnico, dentre outros citamos 0s
desenvolvidos para aves domeésticas, como frango de corte (GROENEN et al.
1998; 2000), perus (REED et al. 2000), codornas (KAYANG et al. 2000) e
avestruzes (KIMWELE et al. 1998; TANG et al. 2003).

Empregando-se a tecnologia genbmica é possivel quantificar o risco de
extincdo das varias espécies ameacadas (O BRIEN, 1994; AVISE et al. 1995). A
utilizagdo de marcadores microssatélites para a estimativa de variabilidade
genética de populacdes com objetivos conservacionistas é reportada em diversos
estudos. SANDERLIN et al. (2009) trabalhando com STRs-tetranucleotideos,
constataram baixa diversidade genética em duas populacdes do urso negro
americano (Ursus americanos).

Estudos realizados por FANTIM et al. (2007) permitiram conhecer o sistema
de reproducdo e estabelecer estratégias de manejo em cativeiro e de conservacao
em trés espécies de tartarugas do género Podocnemis. BISHOP et al. (2009)

constataram a diminuigdo do tamanho efetivo em populag¢des do crocodilo do nilo,
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ocasionada pela caca excessiva. Da mesma forma, para estudos populacionais
em ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus), KOLOMYJEC et al. (2008)
desenvolveram dez locos de marcadores microssatélites.

Em pesquisa realizada por CORREA et al. (2009), foram desenvolvidos 16
locos de microssatélites para estudos de genética populacional, determinacdo de
parentesco e comportamento reprodutivo na espécie cigarra do campo
(Neothraupis fasciata, Passeriforme).

Os microssatélites estao distribuidos no genoma dos diversos organismos,
de forma casual, sendo verificado em animais, a conservacdo de diversos sitios
em espécies relacionadas, o que permite em alguns casos, a transferéncia de
marcadores entre espécies ou mesmo géneros com 0 uso de primers heterdlogos
(MOORE et al., 1991).

MANTELLATTO et al. (2010) testaram a transferabilidade de primers
desenvolvidos para cervideos dos géneros Rangifer tarandus, Cervus elaphus, C.
axis e Moschus berezovskii e obtiveram resultados de amplificacdo em espécies
nativos do género Mazama (M. americana, M. bororo, M. gouazoubira, M. nana,
and M. nemorivaga). Trabalhos semelhantes foram realizados por LEITE et al.
(2007) com o cervo do pantanal (Blastocerus dichotomus).

Neste sentido o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a
caracterizacdo de locos microssatélite para perdizes (Rhynchotus rufescens),
visando com isso obter marcadores moleculares para futura aplicacdo em estudos

genéticos populacionais nessa espécie e em outros tinamideos.

Materiais e métodos

Coleta das amostras

Os estudos foram realizados utilizando amostras de sangue e de tecidos de

26 perdizes amostradas em diferentes regides do Brasil, e também amostras de

outros tinamideos.
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As espécies amostradas, quantidades e locais de coleta estédo
discriminadas na tabela 1. Entre as 18 perdizes provenientes do criatorio cientifico
da FCAV/UNESP foram selecionadas, com base em informa¢cfes de registros
genealdgicos daquele criatorio, uma familia constituida de pai, mae e dois filhos,
com o proposito de se avalizar a utilizacdo dos primers desenvolvidos em testes

de parentesco.

Tabela 1 - Relagdo dos tinamideos e locais de coleta das amostras

Espécie/amostra Nome Cientifico Ne Criador Localidade
02 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Perdiz Rhynchotus rufescens 04 Sgtor de Aves-UESB Itapetlnga—BA
02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
18 Criatério cientifico da FCAV/Unesp Jaboticabal-SP
Inhambu chororé Crypturellus parvirostris 04 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
yp P 02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
Inhambu-guaci Crypturellus obsoletus 02 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
guag yp 02 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
) - 07 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Macuco Tinamus solitarius 03 Criador Recanto das Aves Itatiba-SP
Zabelé Crypturellus noctivagus 03 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Jad Crypturellus undulatus 03 Criatério Pocos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Inhambu-chinta Crypturellus tataupa 03 Criatério Pogos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Inhambu-chororédo Crypturellus variegatus 03 Criatério Pocos de Caldas Pocos de Caldas-MG
Azulona Tinamus tao 03 Criat6rio Pocos de Caldas Pocos de Caldas-MG

Extracéo e integridade do DNA

O DNA genoémico foi extraido de tecidos e sangue utilizando-se do método
do fenol-cloroformio (AUSEBEL et al. 1995). Para se obter a digestdo das
proteinas foi adicionada proteinase K (20mg /ml).

Depois transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo adicionando-se a
este 300 ul de cloroférmio:élcool-isoamilico (24:1) removendo-se novamente o
sobrenadante para um tubo novo. Adicionou-se 700ul de etanol absoluto gelado,

levando-se a mistura para o freezer a uma temperatura de -20°C por 1 hora, para
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em seguida descartar o sobrenadante por decantagdo. Nova precipitacéo
realizada adicionando-se 150ul de etanol 70%. Prosseguiu-se a uma centrifugacao
a 4°C por 25 minutos e 12000 rpm e ao finalizar, desprezou-se o sobrenadante,
para resuspensao posterior do pellet seco totalmente, com 150ul de TE (10mM
Tris HCIl pH=7,6 e 1mM EDTA pH=8,0), sendo finalmente guardado a 4°C.

A visualizagdo da integridade e concentragdo do DNA foi feita através de
luz ultravioleta (UV) em aparelho Gel-Doc (Bio-Rad).

Para a quantificacdo e verificacdo de qualidade das amostras de DNA foi
utilizado o aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Na
quantificagdo foram utilizados 1,0ul do DNA extraido, sendo a qualidade das
amostras verificada mediante a relagdo 260/280 nm e 260/230 nm, as quais
medem respectivamente a pureza do DNA e a presenca de proteinas, fenol e

outros contaminantes que sao absorvidos a 280 nm.

Construcdo da biblioteca enriquecida de microssatélites

A construcao da biblioteca enriquecida de STRs foi realizada inicialmente
no laboratoério de analise Genética e molecular — CBMEG — UNICAMP, para tanto
foi utilizada amostra de DNA proveniente de uma perdiz, com concentracédo
aproximada de 250ng/ul.

Para a geracédo de fragmentos de tamanhos adequados, o DNA gendmico
foi inicialmente digerido com a enzima Rsal (10 u/ ul). Ap6s a digestao foi feita a
ligagdo dos adaptadores Rsa21 e Rsa25, permitindo que todos os fragmentos
apresentassem uma terminagdo comum e conhecida. Importante nesta etapa foi a
utilizagdo da T4 DNA ligase. Com objetivo de aumentar a quantidade de
fragmentos e garantir a ligagao foi realizada uma pré-amplificagéo.

Procedeu-se uma purificagdo dos produtos amplificados utilizando o kit
“Quiaquick PCR purification kit” (QIAGEN Cat. # 28104). Apds esta etapa, foi feita
a selegcdo dos fragmentos contendo microssatélites, utilizando-se de beads
contendo bolinhas magnéticas (PROMEGA) e oligos de STRs biotinolados (50 uM)
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Biotina - IIIII(CT)8 e Biotina - IlIII(GT)8. Nova amplificacdo foi realizada para
geracao de fragmentos de fita dupla em maior quantidade.

Os fragmentos amplificados foram clonados em um vetor pGEM -T e
posteriormente transformados em XL1-BLUE, através de eletroporacao utilizando-
se do equipamento E. coli Pulser™ Transformation Apparatus da BioRAD.

O plaqueamento das coldnias foi realizado em solugéo contendo meiolLB +
ampicilina (preparada a 50 mg/ml), 30 uyl de IPTG + 30 yl de X-Gal. Para a
manutencao dos clones foram utilizadas placas ELISA com fundo em U, contendo
200 ul de meio 2YT-HMFM + ampicilina (100 ug/ml) por pogo. As col6nias foram
deixadas para crescer overnight a 37°C, armazenadas em freezer -20°C por 30
min e finalmente armazenadas em freezer -80°C.

Antes de enviar as amostras para sequenciamento, foi realizado um mini-

prep com o objetivo de isolar o DNA plasmidial das col6nias recombinantes.

Preparo das reagdes de sequenciamento

Para o preparo das reagbes de sequenciamento foi realizada uma
amplificacao dos fragmentos, utilizando-se 1 pl do primer T7(5 pmol/ul), 1,5 ul do
mix Dinamics e 1,5 yl do DNA plasmidial, completando-se o volume final de 10 pl
de agua MilQ.

A purificagdo das amostras foi feita através de uma lavagem com
isopropanol 65%, vortex 30 segundos e centrifugagéo a 3700 rpm por 45 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Em seguida foram feitas duas lavagens com
Etanol 60%, sendo centrifugadas a 3700 rpm por 10 minutos, com descarte do
sobrenadante. Foi feita uma centrifugagcdo com a placa invertida em papel
absorvente, por um minuto a 500 rpm. Finalmente a placa foi seca em
termociclador a 95 °C por um minuto e guardada em freezer a -20°C. Estas etapas
foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Goias — UFG.
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Para o sequenciamento, adicionou-se 10 ul de formamida Hi-di por poco,
deixando em temperatura ambiente por 5 minutos e vortexando 1 minuto,
utilizando sequenciador ABI 3100 automatic DNA sequencer (Applied Biosystems),

etapa realizada no laboratério do CNPAF/Embrapa arroz feijao de Goiania.

Desenho e caracteristicas dos primers utilizados

O desenho dos primers foi feito a partir das sequéncias obtidas utilizando o
programa Primer 3 levando-se em consideragdo o comprimento dos produtos, a
temperatura de hibridizagdo e evitando-se a formagdo de mispriming ou de
hairpins. Com o objetivo de diminuicdo de gastos na etapa de genotipagem, foi
adicionada aos primers forward uma cauda M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT), de
acordo com protocolo estabelecido por SCHUELKE (2000) e BOUTIN-GANACHE
et al. (2001).

Otimizacao da PCR

A reacao de amplificagao foi realizada de acordo com a programacgao para
cada primer apos ter conseguido as temperaturas 6timas para cada um deles
fazendo gradiente de temperaturas, ajuste de ciclos, variando as Taq polimerases
e mudando as concentragdes dos diferentes reagentes utilizados na PCR. A
concentragao dos reagentes utilizados na PCR, os parametros utilizados assim
como as condi¢gdes utilizadas para a padronizagédo das reagdes em PCR no

termociclador sdo apresentadas nas tabelas 1 e 2 em anexo (pagina 66).

Genotipagem das amostras e caracterizacdo dos primers

Os produtos da amplificacdo de 26 perdizes foram submetidos a

eletroforese vertical em gel desnaturante de acrilamida 6% e corados com nitrato
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de prata de acordo com CRESTE et al. (2001), com a finalidade de se caracterizar

a variabilidade presente nestes locos.

Analises estatisticas

Os parametros estatisticos com frequéncias alélicas, heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He), conteddo polimorfico informativo (PIC) e
Probabilidade de ndo exclusdo de paternidade (NE-1P) foram estimados com o
uso do software Cervus 3.0 (MARSHAL et al., 1998). As estimativas dos desvios
de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram realizadas utilizando-se do
programa GENEPOP 3.3 (RAYMOND e ROUSSET, 1995)

Resultados e discussao
Desenho dos primers sintetizados

De um total de 96 colonias contendo fragmentos de DNA enriquecidos com
microssatélites foi possivel identificar 34 locos de microssatélites (35,4%), sendo
que destes, foram selecionados 16 (47%) para desenho de pares de primers para
amplificacao via PCR.
Resultados das amplificacdes dos géis em agarose

A figura 1 demonstra os resultados obtidos da corrida em gel de agarose

dos de 16 primers de microssatélites desenvolvidos para perdizes apos

amplificacdo em PCR, com temperatura de hibridizac&o de 60° C.
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Figura 1 — Corrida em gel de agarose 1,5 %, corado com Brometo de Etideo - Resultados de PCR primers de
microssatélites para Perdizes 60° C. A distribuicdo das amostras segue a seguinte ordem: L - ladder de 1kb;
1e2-primer 8A; 3 e 4 -primer 12A; 5e 6 - primer 12B; 7 e 8 - primer 09D; 9 e 10 - primer 10D; 11 e 12 -
primer 09C; 13 e 14 - primer 03D; 15 e 16 - primer 11D; 17 18 - primer 04F; 19 e 20 - primer 10F, 21 e 22 -
primer 12F; 23 e 24 - primer 03G; 25 e 26 - primer 06G; 27 e 28 - primer 11G; 29 e 30 - primer 12G e 31 e 32
- primer 05H.

A caracterizacdo dos locos de microssatélites desenvolvidos para perdizes
€ apresentada na tabela 2. De um total de 16 primers sintetizados, foram
genotipados oitos locos de microssatélites, sendo quatro destes polimérficos. Um
total de 23 alelos foi detectado, sendo que uma média de 5,75 alelos por loco foi
observada nestes quatro locos selecionados para este estudo, variando de dois
(RruGT06G) a 11(RruGT10D) alelos. A tabela 3 mostra a frequéncias alélicas de
cada loco. Para confirmagdo da presenga do microssatélite no produto de
amplificacao foi realizado o sequenciamento de, pelo menos, um individuo em
cada locos desenvolvido.

As analises multilocos revelaram estimativas de Heterozigosidade esperada
(He) de 0,6932, variando de 0,496 (RruGT06G) a 0,846 (RruGT10D). A
Heterozigosidade média observada (Ho) foi de 0,557, com variagdo de
0,250(RruGT06G) a 0,682(RruGT12B). O loco RruGT12B apresentou uma valores
de Ho ligeiramente maior que He, indicando um excesso de heterozigotos para
este loco, embora apresenta resultados significativos de P value, indicando que

este loco esta em EHW.
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Tabela 2 - Descri¢do dos primers, variabilidade alélica de 8 locos de microssatélites desenvolvidos para perdizes ( Rhynchotus rufescens), incluindo nome do locos, nimero
de acesso, sequéncias do primer, motivo de repetigdo, temperatura de hibridizagdo (T), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho),
tamanho do fragmento, equilibrio Hardy—Weinberg (EHW) P value, Contetido de polimorfismo informativo (PIC) e probabilidade de nao exclusédo de paternidade —
primeiro pai (NE-1P).

Locos Sequéncias (5'-3') Repetiio T NA(nd) HE HO  Tam. PEVF;‘I’L PIC  NE-1P
RruGT12a F GGTTCTTCTTGAGGTTCCTG @mny7 58 5(21) 0805 0619 190-200 00905 0752 0,605

R TTTTTCCTTCCCCCAGTT

RruGT128 ©  ACTGCACTTTTGCAGTTAGC (Gm8 50 5(22) 0626 0682 196204 0,655 0,546 0,801

R GCTGCAGATACAAGGCTACA

F  GTGACACATTCCAGATTTGC

RruGT10D (GT)24 60 11(25) 0846 0680 222250 00002 0813 0489
R CATGCTCAGGATGAAGACAC

RuGTosG T CCTETECCCCTCTECGEGTC (AT)S(GT)7(ATY 54  2(24) 0496 0250 282288 00310 0368 0882
R GGCAGCTTTCAGGAGCTTAG
F  GGGTAGCTGTGACCCTTTGC

RIUGTOBA & GATGCAAAGATGATGGTGAG (@Te oy | i 192 i | i

RuGTogc  AAGATGACAGTGGGACTGAA  (Gry7.GT)o+(GT)6 58 1(26) - - 204 - - -

R AGAGGGAGCTGTATCCTTTG

F  CCACCTCCCTTCATCTCAAT
RruGT09D )7 1@ ; - 2 . } ;
UGTOSD ¢ TGCCTCATTCCACCTCTTCT ©n % @ %8

RuGTi1g . GTGTGCCTGTGATTTTICTGC  (pyiaoGTieGC(@GT)8 54 1(26) ; . 258 . . .
R CACACACGCATGTATGTAGC

5,75' 0,6932' 0,557 0,619'  0,2088”

Medias’

Probabilidade de ndo excluséo combinada
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Observa-se ainda que os locos RruGT10D e RruGT0O6G encontram-se em
desequilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05). Estes valores podem ter ocorrido
provavelmente porque a maioria das amostras de perdizes utilizadas, neste
estudo, € proveniente do plantel da FCAV/UNESP que estdo submetidas a um
processo de selecdo e de controle de acasalamentos, inerentes a condicdo de
cativeiro.

Os valores de conteado polimorfico informativos, para 0s quatro
marcadores polimorficos estdo de acordo com o esperado, sendo que o marcador
com maior numero de alelos (RruGT10D) apresentou maior valor de PIC.

A probabilidade de ndo excluséo indica o poder de um loco em néo excluir
um individuo erroneamente determinado para paternidade. Neste estudo, o poder
de nédo exclusao variou de 0,489 (RruGT10D) a 0,882 (RruGT06G). Apesar de
cada loco isoladamente apresentar alta probabilidade de ndo excluséo, a analise
combinada resultou em probabilidade de n&o exclusdo de 0,2088 para um
candidato parental, ou seja o conjunto de quatro locos analisados apresentou um
poder de discriminacdo para analises de paternidade de 79%. Para melhorar este
poder de discriminacéo, seria interessante o desenvolvimento de mais marcadores
polimorficos.

Estudos realizados por HE et al. (2009), utilizando 14 pares de
microssatélites polimorficos para o faisdo dourado, obtiveram valores de exclusédo
de paternidade de 99%, o mesmo valor verificado por ZOU et al. (2010),utilizando
18 marcadores microssatélites também polimérficos, para uma populac¢éo do grou

japonés em semi-cativeiro.
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Figura 2 - Frequéncia dos alelos para cada primer de microssatélite: a) RruGT12A; b) RruGT06G;c) RruGT12B e;d)
RruGT10D.

Neste estudo também foi testada a transferabilidade dos primers

desenvolvidos para perdizes (Rhynchotus rufescens) na amplificacdo de amostras

de DNA de outros tinamideos, cujo os resultados séo apresentados nas tabela 3.

Tabela 3 - Transferabilidade em amostras de DNA de diferentes espécies utilizando primers desenhados para Rhynchotus
rufescens e respectivas temperaturas de hibridizacao

E;'r’)‘:éecrie RruGTOS8A RruGT12A RruGT12B RruGTO9D RruGTO4F RruGT11G  RruGTOSHF
Macuco - - 50 56 - - #
Azulona - - 50 56 - - -
Inhambu-guagu - 58 50 56 52 56 #
Inhambu-xoror6 - - 50 56 - 56 -
Inhambu-chinta - - 50 56 - - -
Inhambu-xororéo - - 50 56 # - -
Jaé do interior # - 50 56 - - -
Zabelé # - 50 56 - - -

# Bandas inespecificas - Sem amplificacdes
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Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram a baixa
transferabilidade dos primers desenvolvidos para perdizes, utilizados em outros
tinamideos. Dos que apresentaram amplificacbes para todas as espécies,
somente o primer RruGT12B podera ser utilizado em estudos de polimorfismos

genéticos, haja vista o carater monomoérfico do primer RruGTO09D.

Resultados das amostras da familia genotipada

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, verifica-se a
compatibilidade da distribuicdo dos alelos entre pais e filhos, o que demonstra a
aplicabilidade dos marcadores microssatélites em testes de paternidade e de
parentesco, muito importantes em programas de conservagao e de producao

animal.

Tabela 4 — Genotipagem dos animais pertencentes a uma familia de perdizes utilizando primers de microssatélites

RruGT12A RruGT12B RruGT10D RruGT06G
Pai 196 200 200 202 232 234 282 288
Méae 194 200 200 202 234 244 282 288
Filho1 196 194 200 202 232 234 282 282
Filho2 196 200 198 200 234 234 282 282

Sequéncias do genoma de perdizes depositadas no GenBank

As sequéncia foram obtidas de 96 colénias clonadas em plasmideo pGEM-
T, sendo que ainda existem outras 54 colénias, que também serdao sequenciadas,

para entdo serem enviadas ao GenBank.
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Concluséao

Os resultados apresentados neste trabalho tém importantes implicacdes
para o conhecimento e conservacdo da diversidade genética em perdizes. A
utilizacdo dos locos polimérficos desenvolvidos possibilitara o estabelecimento de
estratégias voltadas para os programas de melhoramento genético de populagdes
destinadas a producgao zootécnica em cativeiro, assim como, conhecer a estrutura

genética de populagdes naturais.
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Anexo

Anexo 1 - Concentragéo dos reagentes necessarios na PCR e parametros utilizados para sua padronizagao.

Taqg Pol 5U/ul Concentracéo Final Recomendada
Agua mQ H20

Buffer 10x 1X

MgCl, a 25mM 1-4mM

Mix dNTPs a 2mM 0,2 mM de cada

Primer FW 10uM 0,1-1uM

Primer RV 10uM 0,1-1uM

Taqg 5U/yl 1,25U/50ul a 0,625U/25l

DNA 25ng/ul 10pg-1ug/50ul (0,01ng - 1000ng)

Anexo 2 — Condigdes utilizadas para a padronizagao das reagées em PCR no termociclador

Ext.

Termociclador Desnat. Desnat. Hibridizacdo Extensé&o final Manutencao
ina

N° de ciclos 1 N° de ciclos (25-35) 1 1

Temp. °C 94°C 94°C 50-60 °C 72°C 72°C 15°C

Tempo (min.) 4 min. 45seg 45seg 45seg 7 min. infinito
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CAPITULO 4 - ESTUDO GENETICO-QUANTITATIVO DE CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS, PONDERAIS E COMPORTAMENTAIS EM PERDIZES,
UTILIZANDO DE INFERENCIA BAYESIANA

Resumo - Foram utilizados registros de caracteristicas morfometricas,
ponderais e de comportamento de 690 perdizes pertencentes a quatro geracoes,
nascidas nas estacoes reprodutivas de 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 e 2009-
2010, com o objetivo de se estimar componentes de (co)variancia e parametros
populacionais. Um modelo multi-caracteristicas foi proposto, em que se
consideram os efeitos fixos de classe de época de nascimento/geracdo e sexo, e
como aleatoérios aditivo direto e residual. Para a obtencdo das estimativas foi
utilizado o programa GIBBS2F90, que utiliza para a estimacdo dos componentes
de variancia o método bayesiano. As estimativas de herdabilidade para as
caracteristicas morfometricas apresentaram magnitudes que variaram de 0.177 a
0.690. As correlacdo genéticas apresentaram valores diversos, inclusive
indicativos de antagonismo entre algumas caracteristicas. Os resultados
apresentados indicam que a realizacdo de um processo de selecédo utilizando
como critérios de selecdo medidas morfometricas, pode incorrer em ganho

genético rapido, dado os valores de herdabilidade.

Palavras-chave: Amostrador de Gibbs, critérios de selecdo, parametros geneticos
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Introducéo

As novas tendéncias do mercado consumidor tém possibilitado o
oferecimento de produtos diferenciados como, por exemplo, a produgéo de carne
de aves silvestres, dentre as quais a perdiz (Rhynchotus rufescens), possui
grande potencial para atender a esta demanda. Representante da fauna brasileira,
esta espécie apresenta caracteristicas de grande interesse para a producao
animal, tais como excelente valor nutritivo da carne de peito, baixos niveis de
colesterol e altos rendimentos de carcaca e de peito, 74.37 % e 36.65%,
respectivamente (MORO et al. 2006).

Com o objetivo de se expressar o potencial latente desta ave em um
sistema de producdo animal, assim como em outras espécies, a utilizacdo da
selecdo como metodologia € indispensavel. Dentro do estabelecimento de um
programa de melhoramento genético, primeiramente deve-se estabelecer os
objetivos e critérios de selecdo a serem adotados, sendo necessario a realizacéo
de estudos a fim de se conhecer os mecanismo genéticos envolvidos. Dentro
deste contexto se insere a importancia de se estimar os componentes que
compbem a variancia sobre determinada caracteristica. As estimativas de
(co)variancia tem sido aplicadas na construcéo de indices de sele¢cdo, em modelos
mistos, estimacao de herdabilidade e correlagdes, planejamento de programas de
melhoramento e interpretacdo de mecanismo genético de caracteristicas
guantitativas (HENDERSON, 1986).

Em vista de um sistema de producdo de carne, a primeira caracteristica a
ser considerada como critério € o peso corporal, em virtude da facilidade de
obtencdo. Entretanto, segundo NORTHCUTT et al. (1992), as mensuracdes
corporais lineares, como altura e comprimento, S80 mais precisas na
determinagcédo do tamanho do animal do que o peso, sendo que a utilizacdo de
mensuracdes corporais, em conjunto com medidas tradicionais, possibilitam maior
precisdo para determinar a relativa maturidade do animal, validando-se desta

forma estudos de caracteristicas morfometricas.
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Neste sentido, o objetivo deste trabalho é a estimagdo de componentes de
(co)variancia e parametros populacionais (herdabilidade e correlagdes genética e
residual) em caracteristicas morfométricas em perdiz, a fim de auxiliar a tomada
de decisdo quanto a determinacdo de critérios de selecdo em programas de

melhoramento desta espécie.
Materiais e Métodos

Para o presente estudo, foram utilizadas informagdes de 690 perdizes
pertencentes a quatro geragdes, nascidas nas estagdes reprodutivas de 2006-
2007, 2007-2008, 2008-2009 e 2009-2010, criadas no Setor de Animais Silvestres
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV. Foram consideradas
para o estudo as seguintes caracteristicas: comprimento do tarso (CT),
comprimento do bico (CB), comprimento da asa (CA), largura da cabega (LC),
largura do bico (LB), peso adulto (PA), peso aos 90 dias (P90) e imobilidade ténica
(IT), sendo as caracteristicas morfoléogicas mensuradas com a utilizacdo de
paquimetro digital e as pesagens e a caracteristica de imobilidade ténica obtidas
com o uso de balanga de precisdo e crondmetro digital, respectivamente.

A montagem do arquivo de dados e formacdo dos grupos de aves de
acordo com a época de nascimento e geracédo e, a eliminagdo de informacdes
incompletas e outliers, foram realizadas utilizando-se do programa SAS® (SAS 9.1,
SAS Institute, Cary, North Carolina, USA-2009).
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Tabela 1 — Descrigéo do banco de dados utilizados nas analises de estimac&o de parametros genéticos

Caract. N Média D.P. Minimo Maximo
CT 544 49,849 5,517 34,370 63,500
CB 539 38,671 2,972 29,200 48,330
CA 437 148,640 7,291 125,890 172,000
PA 439 723,011 99,681 496,000 1046,000
LB 542 10,297 0,792 8,180 12,470
LC 541 26,062 1,368 22,180 30,340
IT 651 306,551 301,523 13,000 1625,00
P90 662 537,660 132,734 196,000 878,000

Um modelo multi-caracteristicas foi proposto, em que se consideram os
efeitos fixos de classe de época de nascimento/geragao e sexo, e como aleatérios,
os aditivo direto e residual. Para a obtencdo das estimativas foi utilizado o
programa GIBBS2F90 (MISZTAL, 2010), que utiliza para a estimagdo dos
componentes de varidncia o método bayesiano, através da implementacdo do
amostrador de Gibbs. Em notagdo matricial, o modelo completo utilizado para

analise pode ser representado por:

y=Xp+Za+¢

em que, y, B, a e € sado os vetores de observagdes, dos efeitos fixos, valores
genéticos aditivos diretos e efeitos residuais, respectivamente; X e Z as matrizes
de incidéncia que associam 8 e a as observacdes. Assumiu-se para os efeitos

fixos e aleatdrios, respectivamente, “prioris” uniformes e normais:

S ~ uniforme
a|G ~ MVN[0, (A® G)]
g|R~MVNIO, (I ®R)]
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onde A, G, R e | sdo respectivamente, as matrizes de parentesco, (co)variancias

de efeitos genéticos diretos, (co)variancias dos residuos e identidade ; ® ¢é o
operador do produto Kronecker. Para os componentes de variancia utilizou-se
prioris advindo de distribuicbes Wishart Invertida, correspondente em casos
univariados a chi-quadrado invertida (VAN TASSEL & VAN VLECK, 1996). Assim:

G|S,,v, ~ IW[S,v,,V,]
RIS, v, ~ IW[S,v,,V,]

em que, S; e V,; S e v, sdo os valores " a priori" e graus de liberdade para as
(co)variancias aditivas diretas e residual, nesta ordem.

Foi determinado um comprimento de cadeia de 1000000 de ciclos, apdés um
periodo de burn-in de 30000 ciclos. Os valores eram coletados a cada 20 ciclos.
Tanto o periodo de aquecimento, quanto o intervalo de coleta, foram estabelecidos
empiricamente, entretanto, posteriormente, foi realizada uma inspeg¢ao pos-gibbs
através do programa Gibanal (VAN KAAM, 1997), para verificar a convergéncia e
obtencao de amostras. Os parametros populacionais foram calculados a partir das
amostras vetor a vetor, sendo estimados a média e desvio-padrao das

distribuicdes “a posteriori”.
Resultados e Discusséao
Analise pds-gibbs

Através da analise utilizando do programa Gibanal em conjunto com
inspecao grafica (resultados ndo apresentados), verificou-se que o aquecimento
utilizado foi suficiente para garantir a convergéncia em todos os parametros
estimados. Mas uma grande dependéncia entre as amostras foi verificada, o que

ocasionou consideravel redu¢cdo no numero de amostras efetivas, principalmente
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para as estimativas de correlacdes genéticas. A similaridade entre média, mediana
e moda em grande parte das distribuicbes posteriores dos parametros séo
indicativos de distribuicbes normais, entretanto em alguns parametros (tais como
em algumas correlacdes genéticas) desvios de normalidades séo verificados.

No que concerne a confiabilidade das estimativas, verifica-se que em
virtude do pequeno numero de informacdes, algumas das estimativas apresentam
intervalos de alta densidade amplos. Assim, deve-se ter cuidado em estabelecer
conclusbes baseadas em alguns parametros (especialmente correlacdes) em

virtude do intervalo em que se encontra a estimativa.

Herdabilidades

As estimativas de herdabilidade (Tabela 1) para as caracteristicas
estudadas apresentaram magnitude de baixa a alta, variando entre 0,177
(comprimento de asa) e 0,510 (comprimento de bico) . Constata-se que ganhos
genéticos podem ser obtidos através da sele¢cdo, uma vez que se verifica
contribuicdo do efeito genético sobre a variacdo das caracteristicas.

No que se refere as caracteristicas morfoldgicas, ndo foram possiveis
comparacgdes com resultados da literatura, uma vez que estudos com perdizes ou
outros tinamideos serem escassos. Entretanto, trabalhos envolvendo outras
espeécies, corroboram com o0s resultados encontrados para caracteristicas
morfoldgicas.

Estimativas de herdabilidade de caracteristicas de conformagdo como
comprimento de coxa e canela medidas na quarta e sexta semanas e angulo do
peito na sexta semana de idade em trés linhagens de codornas foram relatadas
por MANDAL et al. (1995). Estas estimativas variaram de 0,10 a 0,52, sendo mais
altas na quarta semana. Para angulo de peito as estimativas variaram de 0,32 a
0,50. Estimativas de herdabilidade de 0,51 a 0,63 para as caracteristicas peso

corporal, peso muscular e caracteristicas de esqueleto (peso, comprimento,
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largura e altura) de codornas japonesas com oito semanas de idade foram
relatadas por SATO et al. (1989).

Tabela 2 — Estatisticas descritivas das distribuicbes posteriores das estimativas de varidncia genética, residual e
herdabilidade das caracteristicas estudadas

Caract. Param.” AE’ Média Mediana Moda IAD-LI IAD-LS
0: 2110 4,971 4,590 4,847 2,552 7,516

CT gf 3167 19,218 19,060 19,150 16,06 22,28
h? 1583 0,206 0,186 0,203 0,113 0,306

oj 2109 4,244 4,117 4,215 2,561 5,971

cB af 3163 4,019 4,113 4,011 2,821 5,262
h? 2109 0,510 0,522 0,515 0,341 0,667

O'az 94 9,454 8,663 8,871 4,449 16,58

CA gf 3166 44,298 43,199 44,220 36,64 52,06

h? 147 0,177 0,163 0,168 0,084 0,29

aj 3167 3743,780 3572,646 3696,000 2092 5476

PA af 3167 3882,053 3755,123 3858,500 2670 5161
h? 3167 0,489 0,510 0,492 0,308 0,661

O'; 2111 0,161 0,142 0,154 0,058 0,262

LC of 2375 0,429 0,436 0,430 0,335 0,517
h? 1583 0,267 0,252 0,261 0,111 0,425

05 1582 0,690 0,654 0,671 0,32 1,075

LB o—f 1583 1,241 1,238 1,240 0,949 1,546

h? 1266 0,356 0,331 0,350 0,195 0,53

oj 4750 35234,180 32422,970 34500,000 19420 52020

IT gf 3167 63232,270 63197,100 63295,000 49220 77160
h? 4750 0,356 0,342 0,350 0,208 0,501

Gaz 3167 3176,345 3086,135 3131,000 1788 4604

P90 o-f 3166 4293,625 4049,070 4278,000 3198 5433
h? 3167 0,425 0,404 0,422 0,258 0,581

2 A - . 2 T ) 2 -
! O , =variancia genética aditiva; O’ =variancia residual; h* = herdabilidade

2 amostras efetivas
® desvio-padrao
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As caracteristicas de desenvolvimento ponderal (peso adulto e peso aos 90
dias) apresentaram valores altos de herdabilidade, indicando que ganhos
genéticos significativos podem ser obtidos utilizando-as como critérios de sele¢éo.
Valores de magnitude semelhante foram apresentados por THOLON et al. (2008),
trabalhando com pesos em diversas idades em perdizes. Para imobilidade tbnica,

estimativa de menor valor foi reportada por HATA (2009) nesta espécie.

Correlacdes genéticas e residuais

As correlacbes genéticas entre as caracteristicas estudadas (Tabela 2)
apresentaram valores entre -0,332 (CT/IT) e 0,806 (CA/LB). Tais valores indicam
gue cuidados devam ser dados a programas de selecdo para esta espécie, uma
vez que a escolha de determinado critério pode induzir em resultados nao
desejaveis em outras caracteristicas.

Como, verificado em outros estudos, nas mais diversas especies, 0S pesos
apresentam-se altamente correlacionados, indicando que a selecéo para peso aos
90 dias promovera aumento no peso adulto dos animais. No que se refere a
associacdo geneética das demais caracteristicas com PA e P90, a excecdo das
estimativas com CB e IT, apresentaram valores préximos. Em vista das
correlacbes estimadas, adotando-se PA ou P90 como critério de selecao ganho
genéticos sdo esperados nas demais caracteristicas, com excec¢do da relacdo do
CB com o P90.
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Tabela 3 - Estatisticas descritivas das distribuices posteriores das estimativas de correlacdo genética entre as
caracteristicas estudadas

Caract. A.E. Média Mediana Moda IAD-LI IAD-LS
CT/CB 679 -0,270 -0,346 -0,279 -0,606 0,076
CTI/ICA 103 -0,146 -0,217 -0,158 -0,552 0,313
CT/PA 1583 0,613 0,609 0,621 0,379 0,814
CT/LC 110 0,219 0,267 0,231 -0,270 0,662
CT/LB 224 -0,151 -0,255 -0,172 -0,569 0,282
CTNT 594 -0,332 -0,361 -0,348 -0,634 0,010
CT/P90 297 0,592 0,643 0,610 0,292 0,856
CBI/ICA 173 0,626 0,670 0,640 0,357 0,836
CB/PA 3166 0,182 0,197 0,190 -0,138 0,492
CB/LC 1583 0,064 0,066 0,070 -0,367 0,469
CB/LB 2366 0,158 0,184 0,169 -0,215 0,509
CB/T 2375 -0,065 -0,090 -0,068 -0,419 0,288
CB/P90 1583 -0,046 -0,044 -0,042 -0,423 0,316
CA/PA 488 0,491 0,551 0,503 0,185 0,756
CA/LC 1583 0,407 0,487 0,425 0,034 0,759
CA/LB 45 0,806 0,840 0,816 0,601 0,950
CANT 2375 0,179 0,189 0,182 -0,191 0,542
CA/P90 1584 0,404 0,439 0,423 0,084 0,716
PA/LC 2375 0,276 0,226 0,278 -0,117 0,647
PA/LB 2375 0,318 0,325 0,326 -0,036 0,640
PA/NIT 2375 0,246 0,274 0,252 -0,102 0,580
PA/P90 1583 0,745 0,771 0,757 0,549 0,914
LC/LB 1187 0,230 0,321 0,245 -0,186 0,649
LCNT 2375 0,038 0,002 0,039 -0,386 0,444
LC/P90 1583 0,304 0,318 0,317 -0,119 0,688
LB/IT 1584 0,160 0,188 0,168 -0,215 0,546
LB/P90 1584 0,395 0,429 0,407 0,043 0,717
IT/P90 3167 0,082 0,072 0,082 -0,262 0,408

Tntimero de amostras efetivas
2 desvio-padréo

Com relacéo as estimativas de correlacGes residuais, estas apresentaram
valores de menor magnitude quando comparadas as estimativas genéticas,
variando entre -0,114 (CA/LB) e 0,491 (PA/P90). Assim, em vistas dos valores
encontrados, podemos inferir que alteracdes no ambiente para uma determinada

caracteristicas, ocasiona poucas mudancas sobre as demais caracteristicas.
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Tabela 4 - Estatisticas descritivas das distribuicdes posteriores das estimativas de correlagdo residual entre as
caracteristicas estudadas

Caract. A.E! Média Mediana Moda IAD-LI IAD-LS
CT/CB 594 0,305 0,280 0,302 0,135 0,475
CTICA 1267 0,392 0,400 0,394 0,272 0,507
CT/PA 3167 0,162 0,193 0,166 -0,003 0,321
CT/LC 475 0,017 0,043 0,020 -0,131 0,153
CT/LB 487 -0,023 -0,023 -0,025 -0,168 0,132
CTNT 3166 0,136 0,152 0,135 -0,014 0,282
CT/P90 3166 0,047 0,087 0,052 -0,111 0,210
CBI/ICA 1583 0,092 0,085 0,094 -0,078 0,252
CB/PA 3166 0,115 0,135 0,120 -0,131 0,344
CB/LC 2110 -0,005 0,004 -0,003 -0,200 0,201
CB/LB 2104 -0,058 -0,060 -0,055 -0,284 0,141
CB/IT 3166 0,144 0,164 0,144 -0,075 0,351
CB/P90 2375 0,146 0,129 0,146 -0,086 0,369
CA/PA 3166 0,306 0,320 0,308 0,160 0,441
CA/LC 3167 0,028 0,021 0,030 -0,107 0,163
CA/LB 3166 -0,114 -0,103 -0,112 -0,278 0,043
CANT 3166 -0,026 -0,045 -0,027 -0,171 0,112
CA/P90 3166 0,205 0,222 0,207 0,059 0,350
PA/LC 3167 0,173 0,167 0,175 -0,013 0,365
PA/LB 3166 0,156 0,163 0,159 -0,049 0,351
PA/IT 3166 0,013 0,034 0,015 -0,188 0,216
PA/P90 3166 0,491 0,528 0,497 0,326 0,636
LC/LB 2372 0,062 0,081 0,065 -0,115 0,218
LCNT 2111 -0,039 -0,027 -0,039 -0,207 0,122
LC/P90 2111 0,010 0,042 0,014 -0,174 0,191
LB/IT 3166 -0,060 -0,057 -0,059 -0,243 0,115
LB/P90 1584 0,033 0,049 0,037 -0,163 0,218
IT/P90 3165 0,008 0,019 0,008 -0,173 0,181

Tnlimero de amostras efetivas
2 desvio-padréo

Conclusodes

Os resultados apresentados indicam que a realizacdo de um processo de
selecéo utilizando como critérios de sele¢cdo medidas morfometricas, pode incorrer
em ganho genético rapido, dado os valores de herdabilidade, inclusive com

ganhos positivos sobre os pesos dos animais.
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