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Similaridade genética em
RUPOS DE AVESTRUZES

Similaridade genética em grupos de avestruzes (Struthio camelus) na Amazénia

Caracterizacao e uso de
recursos genéticos animais

criacio de avestruzes ou

estrutiocultura apresenta

grande desenvolvimento no

Pais e, naregidoamazonica,
o numero de criadores vem aumen-
tando bastante nos Gltimos anos, o que
faz deduzir que, em pouco tempo,
essa atividade assumira papel impor-
tante no Ambito da produ¢io animal.
Algumas pesquisas sobre o comporta-
mento e o manejo desses animais
estdo sendo desenvolvidas emalguns
criatérios regionais e, dentro de pouco
tempo, dardo importantes respostas
paraa criagdo dessas aves na Amazo-
nia.

Na drea da biologia molecularnao
ha informacoes, até o momento, de
qualquer estudo, com a espécie, na
regido, contudo, na regido Sudeste,

Figura 1 Animais da fazenda MARAVEST
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alguns autores tém desenvolvido and-
lises de PCR voltados para sexagem
(Bello & Sanchez, 1999; Malagé Jr. et
al., 2002;) e, fora do pais, ha informa-
¢coes de estudos com marcadores
microssatélites na deteccdo de
polimorfismos na espécie (Kumari &
Kemp, 1998).

Este estudo é pioneironobojode
um projeto mais abrangente que visa
desenvolver tecnologias de manejo
associadas a deteccao de indices
zootécnicos para um sélido estabele-
cimento do avestruz na regido amazo-
nica, respeitando-se as peculiaridades
de clima, solo e outras varidveis que
interferem na criacioanimal.

O Avestruz (Struthio camelus)
pertence ao grupo das ratitas, ou seja,
éuma ave corredora, sendo origindria
da Africa do Sul. Apresenta tempera-
mento doécil e grande rusticidade
(Negrini, 2002; Taguchi, 2002; Nithack,




Tabela 1.Identificacao dos individuos. Belém — PA, 2004.

No
AV1 321
AV2 156
AV3 4o
AV4 62
AV5 TELAM
AV6 210¢
AV7 306F
AV8 209M
AV9 165
AV10 172
AV11 314
AV12 208
AV13 PIQUETE 13
AV14 PIQUETE 5
AV15 20F LEG MENOR
AV16 20F LEG MAR
AVL7 20M Leg Grande
AV18 22M Leg
AV19 s
AV20 24
AV21 1729
AV22 15
AV23 Lam
1Localidade
2001).

Podem ser classificadas em
subespécies, ou seja, S. camelus
camelus, australis, siriacus,
domesticus. No Brasil encontra-se em
maior escala a Black Neck (Pescoco
Preto)denominada, em geral, de African
Black, sendo a mais difundida pelo
temperamento docil, rusticidade e, con-
sequientemente, alta produtividade, es-
tando adaptada as diversas regides,
onde sido criadas, comercialmente. Em
menor escala encontra-se a Red Neck
(Pescogo Vermelho) e a Blue Neck

Localidade

Imperatriz, MA!
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA*
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA*
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA?
Imperatriz, MA*
Imperatriz, MA?
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!?
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!?
Tracuateua, PA!?
Tracuateua, PA!
Tracuateua, PA!

Tracuateua, PA*

(Pescoco Azul) (Kiss, 2002; Nithack,
200D).

A importancia da atividade decor-
re em fun¢io dos produtos e
subprodutos que oferece, sendo que a
carne, alémdeapreciada pelo paladar,
possui todos os requisitos atuais de um
alimento altamente sauddvel:
baixissimo teor de colesterol, pouca
gordura, alto teor de proteina e alto
teor de ferro, etc. (Taguchi, 2002). A
caracteristica de carne magra se deve
adistribui¢ao da gordura no corpo, que
se concentra em volta do estdmago e

abaixo da pele (Negrini, 2002). Os
derivados como couro (pele), as plu-
mas e ovos e, ainda, o aproveitamento
secunddrio de tendoes, cérneas e gor-
dura (Nithack, 2001) a tornam imbati-
vel em valor agregado, sendo alta-
mente rentavel. Por outro lado, os
ovos, além da incubagiao, podem ser
utilizados na alimenta¢io, por possui-
rem propriedades nutricionais seme-
lhantes ao ovo de galinha. Os ovos
nao-fecundados saoutilizados em ar-
tesanato na fabricacio de pecas deco-
rativas que alcancam cotacdes bastan-
te expressivas no mercado de arte
(Taguchi, 2002). O dleo é utilizado na
industria de medicamentos e cosméti-
cos, assim como as pestanas na fabri-
caglo de pincéis. As coérneas por se
assemelhar a2 cornea humana, estio
em estudo para serem utilizadas em
transplante para seres humanos
(Taguchi, 2002).

Portudoisso, o mercado potenci-
al para essas aves na regido ¢ muito
grande, inclusive para o aproveita-
mento de dreasjidabertas, degradadas
e improdutivas, sem abertura de no-
vas fronteiras de pastagens, o que a
torna, ainda, uma importante alternati-
va de producgio de proteina nobre
ecologicamente correta, pois o Brasil é
bastante favorecido pelo seu clima e
solo, sendo considerado pela comuni-
dade mundial como um dos paises de
maior potencial para o crescimento
dessa atividade.

O presente trabalho tem como
objetivo efetuar uma andlise prelimi-
nar de alguns grupos genéticos criados
na Amazonia, avaliando o grau de
similaridade, como ferramenta para o
desenvolvimento de acdes de melho-
ramento genético, utilizando mais ra-
cionalmente a variabilidade existente
nos plantéis, visando a maior produti-
vidade animal.

Material e métodos

Germoplasma

O material investigado foi com-
posto de 23 individuos, provenientes
das fazendas MARAVEST (12), locali-
zada em Imperatriz — MA (Figura 01)
e PERI-CIGANO (11), em Tracuateua
—PA (Figura 02).

Osanimais emambasas proprie-
dades sao pertencentes a raca Black
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Figura 2 — Detalhe de animais da
fazenda PERI — CIGANO

Neck ou African Black, conforme es-
pecificado na Tabela 01.

O sangue foi coletado em tubos
vacutainer de 5ml contendo EDTA
(anticoagulante) e mantido em refri-
geracioaté o processamento no Labo-
ratério de Genética e Biologia
Molecular- LABGEN da Embrapa Ama-
z6nia Oriental. O DNA gendmico foi
extraido a partir de 150 pl de sangue
total ao qual foi adicionado 5 ml de
tampao STE, 250 pl de SDS 10% e 100
pl de proteinase K (10mg/ml), dei-
xando-se 40 minutos a 55 °C em
continua agitagio. Em seguida adicio-
nou-se 2ml de NaCL 5M, agitando

cuidadosamente por 15 segundos e
acrescentou-se 5ml de cloroférmio:
alcoolisoamilico ( 24:1) agitando por
inversio durante 15 minutos até a
completa homogeneizacio. Apos
centrifugar por 15 minutos a 4 °C e
12.000 rpm. A parte superior foi cuida-
dosamente isolada e submetida a
etanol absoluto, o que ocasionou a
precipitacao do DNA que foi, em se-
guida, centrifugado por 10 minutos a
4°C e 12.000 rpm, lavado com 1000pl
de etanol 70 %, para remover sais e,
posteriormente, seco a temperatura
ambiente, por aproximadamente 12
horas. O DNA foi ressuspendido com
100 plde TE . A concentragao de DNA
foi estimada em gel de agarose 1,0 %,
pela comparacio do DNA total com
trés concentragdes do DNA lambda.
Asamostras utilizadas no RAPD, ap6s
a quantificaclo, partiram de dilui¢cdes
da amostra total em dgua estéril, de
modo a conter 5 ng/HUl de DNA. As
aliquotas foramarmazenadasa—20°C.
Para a triagem dos “primers” foram
selecionados 6 individuos aleatoria-
mente e foram testados 160 “primers”
de 8 kits da Operon Technologies. Os
“primers “que apresentaram padrdo
de amplificacio de md qualidade, ban-
das fracas ou rastros foram excluidos.
Dentre os primers polimorficos foram
selecionados aqueles que possuiam
pelo menos trés bandas.

Os primers randémicos utilizados
no RAPD foram: OPB03, OPB09,
OPQO4, OPQO5, OPQO6, OPQO7,
OPQ09, OPQ20, OPF09, OPFI10,

Figura 3. Eletroforese do RAPD gerado pelo primer OPQO06. A primeira e ultima
colunas correspondem ao marcador Ladder e as demais aos gendtipos analisados.
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OPAWO08, OPO08, OP015 e OPO19.

As reacdes RAPD foram desen-
volvidas, de acordo com o protocolo
de Williams etal. (1990), modificado,
num volume final de 13 pl, contendo
dgua destilada autoclavada; 20 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM KCI; 2,0 mM
MgCl2; 200 UM de cada dNTP; BSA
purificada (2,5 mg/mbD); 1,3 UM primer
arbitrario; 1U.I. Tag DNA polimerase e
15 ng de DNA gendmico, cobertas
com duas gotas de 6leo mineral.

Asamplificacdes foram realizadas
emtermocicladorde DNA Thermolyne
Amplitron I, modelo DB.80225, sen-
dorealizados 40 ciclosde 1’294 °C, 1’
a37°Ce 2 a72°, seguidos de mais
7 a 72°C, para a completa extensio
dos produtos amplificados. O método
utilizado para a separacao dos produ-
tosamplificados foi a eletroforese ho-
rizontal, em gel de agarose 1,5%, cora-
do com brometo de etidio 1mg/ml.
Utilizou-se 13 pl de cada reagio, acres-
cidode 2 pl de uma solugao de azul de
bromofenol (40 %), mais sacarose.
Utilizou-se TBE (Trizma base 0,1 M;
Acidobérico 1M e EDTA 0,5M), como
tampao do gel e de corrida.

Aposa eletroforese, os géis foram
visualizados e fotografados em equi-
pamento de foto documentagao, por
transiluminacao emultravioleta.

Aplicou-se um ladder de 1Kb no
inicio e no final do gel para definir o
tamanho aproximado dos fragmentos
gerados nas PCRs.

Inicialmente, construiu-se uma
matriz para os fragmentos polimérficos
amplificados com presenca (1) e au-
séncia de banda (0). Somente foram
consideradas as bandas que nao da-
vammargensa duvidas. Bandas muito
fracas, de dificil resolucio, nio foram
incluidas. Para andlise dos dados, utili-
zou-se o NTSYS-pc (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis
System), versao 2.02. A similaridade
entre as amostras foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard, que gerou a
matriz de similaridade. A partir dessa
matriz, foi gerado o cluster, pelo mé-
todo UPGMA (“Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Average”),
que foi expresso na forma de um
dendograma (Figura 5)

Resultados e discussao
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Um total de 76 marcadores RAPD,
com tamanhos variando de 300pb a
2200 pb, foi amplificado pelos 14
primersutilizados, onde todos foram
polimérficos. O nimero de fragmen-
tos polimorficos por primervariou de
11 (OPQ-06)a 01 (OPQ-04, OPB-03 e

09). Observou-se dentre os fragmen-
tosamplificados, a ocorréncia de ban-
das especificas aos individuos. Na Fi-
gura 3, visualizam-se exemplos destes
marcadores. Estimaram-se os indices
de similaridade para todos os individu-
os analisados (Figura 4). A maior

duos mais dissimilares, ou
seja, quanto menor fora similaridade
dos individuos maior serd a resposta
fenotipica, isto ¢, a produtividade de
carne, a fertilidade e quantidade de
ovos, além da apresentacao dos ani-
mais como umtodo. Observou-se gran-
de divergéncia em alguns materiais,
oriundos da mesma localidade, indi-
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Figura 5. Dendograma gerado pelo método de andlise cluster UPGMA para o coeficiente de Jaccard, para as 76 bandas geradas

pelo RAPD.

cando, talvez, que houve aquisicao
de animais de origens diversas, o que
pode ser importante para imprimir
maijor variabilidade ao plantel, sendo
fundamental para o estabelecimento
de linhas de melhoramento genético
mais eficazes.

Conclusdes

Os marcadores RAPD mostraram-
se eficientes para detectar
polimorfismo nesta espécie e podem
serutilizados comouma poderosa fer-
ramenta na obten¢ao de informacdes
Uteis para o manejo e odirecionamento
de programas de melhoramento ge-
nético.

Este estudo de diversidade gené-
tica permitiu a obtencao de informa-
¢oes Uteis, entretanto, acredita-se que,
incluindo outras populacoes e outras
técnicas moleculares; pode-se obter
um quadro geral da diversidade na
espécie na regido.
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