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Sexagem molecular em aves silvestres
Molecular sexing in wild birds
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Resumo

A identificacdo do sexo em aves silvestres ¢ imprescindivel para a producdo e comercializagdo destas
em criadouros conservacionistas ou comerciais. Estima-se que cerca da metade das espécies existentes no mundo
nao possui dimorfismo sexual e, quando existe, ¢ geralmente sutil, podendo ocorrer somente a partir do periodo
de maturidade sexual. Por meio da técnica da PCR, ¢ possivel realizar a sexagem pela detec¢ao dos genes CHD-
Z e CHD-W, que estido localizados nos cromossomos sexuais de todas as aves. O CHD-W, localiza-se no
cromossomo W, somente nas fémeas, e o gene CHD-Z ¢ encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos os
sexos. A técnica ¢ simples, conveniente, barata, rapida e segura, podendo apresentar varias vantagens, como:
reduz custos de manutencdo de aves jovens, evita a formagdo de casais do mesmo sexo, ou entre parentes
proximos ou casais ao acaso, facilita o manejo genético em criagdes com sistema de produgdo de aves por
separacgdo por sexo.

Palavras-chave: identificacdo do sexo em aves, PCR, CHD-W ¢ CHD-Z.
Summary

Sex identification in wild birds is essential for the production and marketing of these in conservation or
breeding business. It is estimated that approximately half of the species in the world has no sexual dimorphism,
and where there is usually subtle and may only occur from the period of sexual maturity. Through the technique
of PCR is possible to detect the genes CHD-Z and CHD-W, located in the sexual chromosomes of all the birds.
The gene CHD-W is located on the W chromosome, only in females and the gene CHD-Z is found on the Z
chromosome occurring in both sexes. The technique is simple, convenient, cheap, fast and safe and may provide
several advantages, such as reduction costs of maintenance of young birds to prevent the formation of same-sex
couples, or between close relatives or couples at random, to facilitate management in genetic creations with
poultry production system for separation for sex.

Keywords: avian sex identification, PCR, CHD-W and CHD-Z.
Introducao

Segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO), o Brasil possui cerca de 1.801
espécies de aves, que representam 20% das 9.000 espécies existentes no mundo. E o terceiro pais em diversidade
de aves (atras apenas da Colombia e do Peru). No entanto, é o primeiro em numero de espécies em extingdo. Das
1.212 aves ameagadas no mundo, 120 estdo no pais (Espécies ..., 2009). Também ¢ considerado como um dos
paises com maior porcentagem de espécies endémicas (10%), o que o torna um dos mais importantes em relagdo
a investimentos em preservacao de aves (Allgayer e Cziulik, 2007).

A crescente degradacdo do meio ambiente provocada por desmatamentos, constru¢des de barragens,
poluicdo quimica produzida por industrias e por acidentes com derramamentos de 6leo, assim como o proprio
desenvolvimento de centros urbanos ocupando areas progressivamente maiores, vém causando redugdo e
fragmentacdo de inumeros ecossistemas. Como consequéncia direta desses fatos, muitas espécies de aves
caminham para a extingdo (Almeida, 2003), como ¢é o caso das duas espécies ja extintas no Brasil, o Mutum do
nordeste (Mitu mitu) e a Ararinha azul (Cyanopsitta spixii) (Espécies ..., 2009).

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), por meio das
Portarias 117 e 118, de 15 de outubro de 1997, que normatizam a criagdo em cativeiro de espécies nativas ¢ a
comercializagdo de animais vivos e abatidos, além de partes ¢ produtos da fauna nativa, propiciou que, nos
ultimos anos, houvesse um incremento na criagdo legal desses animais. Essas portarias visam colaborar com a
conservacdo da fauna brasileira e combater o comércio clandestino de animais silvestres. Acredita-se que o
comeércio ilegal devera reduzir progressivamente a medida que exista a possibilidade de aquisi¢do de animais de
maneira licita e confiavel, com documentacdo correta, saude, origem controlada e nascimento em cativeiro. A
regulamentacdo de criadouros conservacionistas pelo IBAMA trouxe uma nova visao do conceito de reprodugao
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e manutengdo de aves silvestres em cativeiro (Allgayer e Cziulik, 2007).

A sexagem das aves ¢ uma pratica de extrema importancia, visto que pelo menos metade das aves
existentes no mundo ndo possui dimorfismo sexual e, quando existe, ¢ geralmente sutil, podendo ocorrer
somente a partir do periodo de maturidade sexual. O dimorfismo sexual é uma caracteristica fenotipica
observada entre machos e fémeas de uma mesma espécie, diferenciando-os em alguns aspectos como tamanho
ou coloragdo das penas e/ou bicos (Pough e Harvey, 1999). Dentre as aves que ndo apresentam dimorfismo
sexual, estdo o Fura-barreira (Hylocryptus rectirostris) (Faria et al., 2007), o Papagaio-verdadeiro (Amazona
aestiva), o Periquito/Maritaca (Aratinga sp.), a Arara (Ara sp.) e o Tucano (Ramphastos toc) (Miyaki et al. 1998;
Allgayer e Cziulik, 2007). Ja entre as que apresentam o dimorfismo, estdo o Tangarazinho (Ilicura militaris),
cujos machos adultos sdo reconhecidos por sua plumagem (Ancides e Nassif Del Lama, 2002), ¢ o Galito
(Alectrurus tricolor), cujo macho possui coloracdo alvinegra, um “V” branco no lado superior e uma faixa
peitoral negra incompleta, e a fémea ¢ parda, com asas e cauda mais escuras e garganta branca (Cestari, 20006).
Entretanto, na maioria dos casos, o sexo ¢ determinado pela identificagdo dos cromossomos sexuais (Griffiths et
al., 2002).

Os vertebrados apresentam duas categorias de cromossomos, 0s autossomos e os sexuais. A maioria dos
cromossomos em um genoma ¢ de autossomos, que constam de copias materna e paterna destes e, portanto, sdo
idénticos. Os cromossomos sexuais sdo formados por apenas um par, mas sdo bem distintos entre si (Ohno,
1967, citado por Griffiths, 2000; Griffiths et al., 2002).

Nas aves, os cromossomos sexuais Z ¢ W apresentam os genes CHD-Z ¢ CHD-W (CHD: chromo-
helicase-DNA-binding). O gene CHD-Z ¢ encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos 0s sexos, € 0 gene
CHD-W localiza-se no cromossomo W, presente somente nas fémeas (Griffiths et al., 1998). O cromossomo Z
tem o tamanho muito uniforme para todas as espécies, mas o cromossomo W varia de tamanho na maioria delas
(Fridolfsson e Ellegren 2000; Ezaz et al., 2006). Apenas nas aves ratitas (Ordem Struthioniphorme), os
cromossomos sexuais Z ¢ W sdo morfologicamente similares aos autossomos, mostrando pequena diferenga no
tamanho (Tagaki et al., 1972, citados por Griffiths et al., 1998; Ansari et al., 1988). Nessas espécies, a Unica
diferenca existente entre os cromossomos sexuais esta na auséncia do gene DMRT1 (Doublesex and Mab-3
Related Transcription Factor 1) no cromossomo W, pois ambos os cromossomos t€ém o gene IREBP (lron-
responsive elemente-binding portein). Ja nas outras espécies de aves, além da diferenca do tamanho dos
cromossomos, 0 W tem somente o gene CHD-W, enquanto o Z tem o DMRT1, o IREBP ¢ o CHD-Z (Ezaz et al.,
2006; Fig. 1). O gene DMRT1 foi mapeado na regido do brago curto do cromossomo Z e codifica proteinas que
controlam o desenvolvimento sexual bem como o fendtipo dos machos. J4 o gene IREBP, que possui uma
proteina responsavel pela regulagdo do ferro no mRNA, estd localizado na regido do brago longo dos
cromossomos Z em todas as espécies e também no W em ratitas (Ellegren, 2002).
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Figura 1. Morfologia dos cromossomos sexuais de aves (ratitas
e outras espécies de aves).
Fonte: Ezaz et al. (2006).

Evolucao e determinaciio dos cromossomos sexuais
As espécies de aves e mamiferos apresentam os cromossomos sexuais bem diferenciados na sua base

filogenética (Artoni et al., 2000). A hipdtese da evolugdo dos cromossomos sexuais de vertebrados ¢ que o
sistema XY de mamiferos pode ter sido originado diretamente do sistema ZW do ancestral réptil e ndo do
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ambiente. Portanto, faz-se necessario um importante e relevante estudo de cromossomos sexuais de vertebrados
dos sistemas XY de mamiferos e ZW de serpentes e de aves, bem como de algumas espécies de peixes, anfibios
e répteis a ambos os sistemas (Modi e Crews, 2005; Ezaz et al., 2006).

A maioria dos vertebrados tem os individuos separados sexualmente, mas o sexo ¢ determinado por dois
diferentes caminhos, pelo ambiente e pelo genétipo (Ezaz et al., 2006). Muitas espécies de peixes e répteis
utilizam a temperatura/ambiente para a determinagdo do sexo (Ezaz et al., 2006; Uller et al., 2007). No entanto,
em outras espécies dessas mesmas classes de vertebrados bem como em todos os anfibios, aves ¢ mamiferos, o
sexo ¢ determinado geneticamente (Ezaz et al., 2006). A transi¢do entre a determinag@o genética do sexo ¢ a
determinag@o pela temperatura/ambiente pode ocorrer rapidamente e durante o estagio intermediario/transitorio,
sendo que tanto os fatores genéticos quanto os ambientais influenciam na determinacdo de sexo (Uller et al.,
2007).
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A arvore filogenética de determinacdo do sexo, Fig. 2, mostra que espécies de peixes, queldnios e
lagartos t€ém o sexo determinado tanto de forma genética quanto temperatura-dependente, podendo ser pelos
sistemas XY ou ZW, enquanto os anfibios possuem o sexo determinado apenas geneticamente ¢ também
apresentam ambos os sistemas. Os crocodilianos t€m a determinagdo do sexo temperatura-dependente, enquanto
serpentes e aves (sistema ZW) e mamiferos (sistema XY) tém o sexo definido geneticamente (Modi e Crews,
2005). Entre as espécies que usam a genética como determinante do sexo, os machos podem ser heterogaméticos
(XY) ou homogaméticos (ZZ), enquanto as fémeas podem ser homogaméticas (XX) e heterogaméticas (XY)
(Griffiths et al., 1998; Modi e Crews, 2005; Ezaz et al., 2006). As espécies com cromossomos sexuais
heterogaméticos tém niveis iguais da expressdo de cada gene, pois um sexo tem somente uma copia, ZW ou XY,
e 0 outro sexo tem duas copias de um cromossomo em particular, ZZ ou XX (Modi e Crews, 2005). Os
cromossomos sexuais Y ¢ W, determinantes do sexo masculino e feminino, respectivamente (Schartl, 2004), sdo
altamente heterocromaticos e, consequentemente, menores que os X e Z, respectivamente (Ellegren, 2000; Duan
e Fuerst, 2001; Charlesworth ¢ Charlesworth, 2005; Ezaz et al., 2006).

« 2 £ & =2 B g
£ 85 & =2, 4
&5 2 5 B g E g
& w q a0 =
DPI® P OB
", ™ ) o ! e
h s / /
-\\ \‘_ S, \\. /’ ,f //
o N X | 7
A , \ 5
NN N N
., ™, .; 7
NN N _
NN \? ,"4,-'" ‘Fémeaf&st. Zw
", - AT .
\\\ \ // A Macho/Bist. XY
S @0
Cutrent Opitdon in Genetics & Desenvolviment

Figura 2. A filogenia dos vertebrados que ilustra as
formas da determinagdo de sexo. “Fémea” e “macho”
tém a determinagdo genética do sexo (GSD) com fémeas
e machos heterogaméticos, respectivamente. O
ESD/STD representa a determinagdo de sexo
temperatura-dependente.

Fonte: Modi e Crews (2005).

Importancia da sexagem

A identificacdo do sexo em aves monomorficas ¢ fundamental para o sucesso reprodutivo de espécies
silvestres mantidas em cativeiro (Raso e Werther, 2004), sendo também uma ferramenta valiosa para os estudos
comportamentais e populacionais em espécies sem dimorfismo sexual aparente, assim como em criatorios
conservacionistas e comerciais (Faria et al., 2007). A sexagem apresenta varias vantagens, como: reduz custos de
manutencdo de aves jovens, uma vez que a identificagdo do sexo poucos dias apds o nascimento facilita sua
comercializacdo; evita a formagdo de casais do mesmo sexo, ou entre parentes proximos ou casais ao acaso;
facilita 0 manejo em criagdes com sistema produgdo de aves por separagdo por sexo (Grando, 2002).

O manejo das aves significa ndo apenas a condugdo da criagdo em si (acasalamento, postura,
alimentac@o), mas também o manejo genético (selecdo de casais visando a melhores resultados) (Silva, 2005).
Para tanto, ha necessidade de se tomar o cuidado com a formacdo de futuros casais, pois a endogamia pode
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provocar a diminui¢do da heterozigose e, consequentemente, aumento da homozigose, que pode ocorrer tanto em
genes dominantes quanto em recessivos, sendo necessario que haja a selecdo se estes sdo preferidos em relagio
aos heterozigotos. Ao reduzir a heterozigose, pode-se favorecer a ocorréncia de genes recessivos indesejaveis ou
de efeitos deletérios. A perda da variabilidade genética em populacdes pequenas tende a ocorrer aleatoriamente,
causando mudancas nas frequéncias alélicas e genotipicas, fixando alguns alelos e eliminando outros, processo
este denominado deriva genética. A maioria desses genes esta relacionada com reducdo da fertilidade, aumento
da mortalidade, aumento de doengas devido a diminui¢do da resisténcia e do vigor hibrido e aumento do valor
genético adaptativo (Falconer, 1970; Pereira, 2004). Portanto, a manutengdo das caracteristicas genéticas ¢ de
suma importancia.

Para a realizagdo do teste de sexagem em aves silvestres via técnica da Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), faz-se a extragdo do DNA de penas e/ou de sangue, seguindo os protocolos de Sambrook et
al. (1989) e Rudbek e Dissing (1998), respectivamente. E importante ressaltar que a coleta das penas e/ou do
sangue das aves ¢ minimamente invasiva (Griffiths et al., 1998).

Os produtos da PCR dos genes CHD-Z e CHD-W podem ser discriminados pela presenga ou auséncia
de sitios de restricdo especificos por meio da enzima ou pela extensdo de seus introns (Ancides e Nassif Del
Lama, 2002). Embora o DNA codificante seja conservado, os comprimentos dos DNAs ndo codificantes diferem
entre si. Como os tamanhos dos dois produtos da PCR do CHD-W e do CHD-Z sio diferentes, machos e fémeas
sdo facilmente identificados. No caso da extensdo de seus introns, a fémea que possui os dois cromossomos
diferentes, W e Z, mostrara duas bandas no gel, caracteristica de heterozigoto; enquanto o macho, possuindo
apenas um tipo de cromossomo, o Z, mostrara uma Unica banda, pois ¢ homozigoto (Griffiths et al., 1998;
Fridolfsson e Ellegren, 2000; Griffiths, 2000). E importante observar que o tamanho dos pares de base (pb) em
relacdo aos alelos do sexo pode variar de espécie para espécie, como ¢ mostrado na Fig. 3. Quando se usa a
enzima de restricdo, a fémea apresenta trés bandas, e o macho duas (Griffiths et al., 1998; Ancides e Nassif Del
Lama, 2002). Isso porque a enzima corta o gene CHD-Z que esté localizado no cromossomo Z.
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Figura 3. Gel de poliacrilamida 8%, mostrando o resultado da sexagem em aves via
PCR pela extensio dos introns: um alelo representa o0 macho/M (n® 3, 5 e 7), e dois
alelos a fémea/F (n® 2, 4 e 6). Na canaleta 1, estd o peso molecular/PM pGEM®
(Promega).

A PCR ¢é uma técnica simples, conveniente, barata, rapida, sensivel e eficaz para identificar o sexo das
aves e dependente de pequena amostra de DNA (Griffiths et al., 1998; Griffiths, 2000). Apds o material chegar
ao laboratdrio, o resultado pode ser obtido em apenas dois dias e com um custo que oscila entre R$10,00 e
R$20,00, dependendo do laboratorio de escolha e da quantidade de exames solicitado. Ja o preco das aves pode
ser bastante elevado. Para se ter uma ideia sobre o valor comercial das aves silvestres ou exoticas, pode-se citar o
caso das aves canoras, cujo prego pode variar de espécie para espécie e dentro da propria espécie em funcdo da
idade, sexo, tipo de canto e filiagdo. Por exemplo, um Azuldo macho (Passerina brissonii) chega a custar
R$500,00, e a fémea R$200,00. O preco dos Bicudos (Oryzoborus c. maximiliani) e Curios (Oryzoborus
angolensis) pode variar entre R$800,00 e R$10.000,00, dependendo do tipo de canto. A variacdo de pregos de
Trinca-ferro (Saltator similis) e Sabid-laranjeira (Turdus rufiventris) é de R$200,00 a R$3.000,00. Em diversas
espécies da ordem Psittaciphorme, a oscilagdo de pregos ¢ de R$600,00 a R$15.000,00, podendo alcangar
valores superiores. Como o valor do teste é baixo, torna-se frequente a identificagdo do sexo em 100% das aves
de um criador por meio da PCR, pois um erro na sexagem tradicional pode comprometer toda a historia
individual, bem como a do casal prédeterminado.
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