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Sumario: O Brasil é conhecido por sua grande biodiversidade (LEWINSOHN E PRADO,
2006) e também por ter uma grande quantidade de espécies endémicas. Porém, o pais
também é campedo em numero de espécies ameacadas de extin¢do. No Brasil, 40% das
aves endémicas encontram-se ameacadas de extin¢do (IUCN, 2013). A maior parte destas
espécies ocorre na Floresta Atlantica, a qual é considerada um dos 25 hotspots mundiais
prioritarios para a conservacao, devido ao seu alto grau de ameaca e endemismo (MYERS
et al, 2000). Dentro deste bioma, o Centro de Endemismo de Pernambuco, localizado na
Floresta Atlantica do Nordeste (PRANCE 1982), representa a mais ameacada porcdo de
floresta da regido Neotropical, onde menos de 2000 km? de floresta ainda restam, e 0s
maiores fragmentos nao superam os 5000 ha (SILVA et al, 2002). Um total de 33 taxdns
de aves endémicas desta regido encontra-se sob alguma classificacdo de ameaca
(BARNETT et al, 2005; MARINI E GARCIA, 2005). Uma delas, € 0 Mutum-de-Alagoas
(Mitu mitu), que ja foi considerada extinta na natureza(SILVEIRA et al, 2003). Um caso
ainda mais dramatico € representado pelo Caburé-de-Pernambuco (Glaucidium
mooreorum), que foi recentemente descrita para a ciéncia, mas ja € considerada como uma
das espécies mais criticamente ameacadas de extin¢do (SILVA et al, 2002). Ela foi descrita
em 2002 a partir de dois espécimes coletados proximos de Tamandaré na década de 80.
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INTRODUCAO

Estes dois exemplares representam o0s Unicos dois espécimes depositados em colecbes
zooldgicas do mundo, e fazem parte do acervo permanente da Colecdo de Aves da UFPE
(SILVA et al, 2002). As relacdes evolutivas do Caburé-de-Pernambuco permanecem
incertas, pois ndo existem analises filogenéticas que corroborem a sua independéncia
evolutiva, ou que confirmem qual populacédo de corujas deu origem a este endemismo. O
conhecimento da sua historia evolutiva é especialmente relevante, pois além de fornecer
conhecimentos sobre suas possiveis necessidades ecoldgicas, pode contar a historia das
conexdes das hiléias da Floresta Atlantica e da Amazonia, iluminando a historia evolutiva
da regido. Este projeto tem como principal objetivo utilizar os dois Unicos espécimes do
Cabure-de-Pernambuco depositados em cole¢des zoologicas para O objetivo é utilizar os
dois Unicos espécimes do Caburé-de-Pernambuco depositados na Colecdo de Aves da
UFPE para realizar a caracterizacdo genotipica, elucidar a histéria evolutiva e suas
conexdes historicas.

MATERIAIS E METODOS
Para obter material gendmico de Glaucidium mooreorum foi necessario extrair DNA
ancido dos espécimes depositados na colecdo. O DNA foi extraido a partir de um pequeno
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pedaco (25 mg) da pele dos exemplares em questdo. Apds termos retirado uma pequena
porcdo de tecido dos pés das corujas A extracdo foi realizada com o kit de extracdo
DNAeasy Blood & Tissue (produzido pela Quiagen), onde adaptamos o protocolo do
fabricante, segundo Ohlson et al (2012) para DNA ancido, onde adiciona-se DTT
(Ditiotreitrol), um forte agente redutor, na etapa da lise do tecido e um bloqueador de
inibidores de PCR, o DMSO. Para amplificar o DNA, utilizamos um par de primer
universal para genes mitocondriais (NADH Dehydrogenase 2) — H6313 e L5215 (Tabela
1). As amostras obtidas a partir da extracdo de DNA ancido do Caburé-de-Pernambuco,
foram enviados para USP, onde especialista em DNA ancido estdo realizando o
sequenciamento.

Tabela 1. Lista de primers universais que serdo utilizados para sequenciar os genes NADH
Dehydrogenase 2 (ND2) (PATEL et al, 2009).

Gene e primer Sequencia (5’- 3°)
ND2 H6313 CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC
ND2 L5215 TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir da leitura dos artigos foi possivel desenvolver o método para extracdo de DNA
ancido. O DNA extraido ndo obteve uma boa amplificacdo (Figura 1). No entanto, estdo
sendo tomadas medidas que possam nos ajudar a obter um resultado mais concreto e
elucidar a historia evolutiva da Glaucidium mooreorum.

Figura 1 - Separacdo eletroforética de fragmentos amplificados por PCR de Glaucidium mooreorum. Controle negativo
da reagdo (C-), peso molecular em pares de base (PM).

A analise das outras especies do género Glaucidium também foram utilizadas para
que possamos fazer a avaliacdo das relacOes filogenéticas entre elas e G. mooreorum. As
espécies estudadas foram: Glaucidium brasilianum, Glaucidium hardyi e Glaucidium

minutissimum, cujo DNA ja foi extraido e amplificado (figura 2).
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Tabela 2 — Espécies do género Glaucidium avaliadas no projeto de acordo com a figura 4.

Espécie Tombo

1 Glaucidium brasilianum 83269
2 Glaucidium brasilianum 83270
3 Glaucidium brasilianum 83271
4 Glaucidium brasilianum 90884
5 Glaucidium brasilianum 88825
6 Glaucidium brasilianum 88652
7 Glaucidium brasilianum 88653
8 Glaucidium hardyi 81871
9 Glaucidium hardyi 84592
10 Glaucidium hardyi 93277
11 Glaucidium minutissimum 76482
12 Glaucidium minutissimum 76483
13 Glaucidium minutissimum 90885
14 Glaucidium minutissimum 90886
15 Glaucidium minutissimum 90887
16 Glaucidium minutissimum 91318
17 Glaucidium minutissimum 88505
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Figura 2 - Separacio eletroforética de fragmentos amplificados por PCR de Glaucidium brasilianum, Glaucidium

minutissimum e Glaucidium hardyi.. Controle negativo da reacdo (C-), peso molecular em pares de base (PM).
As correspondentes espécies podem ser observadas na tabela 2.



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

Apesar da dificuldade de obter DNA de espécie ancid, obtivemos sucesso em
amplificar esse DNA com um gene mitocondrial universal. Com a utilizacdo de primers

especificos, sera possivel uma melhor amplificacao.
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