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APRESENTACAO

A dindmica de acumulagdo promovida pelo mercado capitalista é
caracterizada por diferentes ciclos de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
de curta e longa durac&o, os quais repercutem materialmente em inovacbes
e em estratégias empreendedoras com amplas repercussbes nos circuitos de
producéo e consumo.

Partindo desta contextualizagéo, o objetivo deste livro € explicito em seu
titulo, “Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo: Geracdo de Emprego e Democratizagao
de Oportunidades”, justamente ao apresentar uma agenda fundamentada no
tripé do acrénimo CT&I, no qual é apreendida a dinamica de progresso e de
desenvolvimento socioecondmico por meio da atuacdo de distintos atores e
instituicoes.

As discussdes apresentadas neste livro de coletanea somente foram
possiveis em funcdo do trabalho coletivo desenvolvido a varias maos por
pesquisadores com diferentes expertises profissionais e formag¢des académicas,
oriundos de diferentes instituicées publicas e privadas do Brasil e do Equador, com
o0 comum interesse e comprometimento com o avanco cientifico e tecnolégico.

Estruturada em cinco capitulos, esta obra traz um funcional dialogo
entre vinte e dois pesquisadores das areas de Soft e Hard Sciences,
possibilitando assim uma apreenséo ilustrativa de temas para a geracéo de
emprego e de oportunidades dentro de uma logica alicer¢cada na inovagao e no
empreendedorismo.

Por um lado, o recorte metodologico desta obra é plural, caracterizado
por uma natureza exploratéria quanto aos fins e pela adogdo da abordagens,
tanto qualitativas, quanto quantitativa quanto aos meios, fundamentando-se
em diferentes métodos de pesquisa, bem como em distintos procedimentos
metodoldgicos de levantamento e analise de dados.

Por outro lado, os marcos conceituais e recortes tedricos ou analiticos
utilizados nos capitulos partem de fundamentagdes especificas e por conseguinte
refletem um pluralismo cientifico por parte dos pesquisadores, haja vista a forma
eclética como foram construidas as abordagens e apresentados os resultados.

Construido para estimular o espirito de empreendedorismo e inovagéo,
o presente livro é indicado para um extenso numero de leitores, justamente
por apresentar uma didéatica leitura empirica que despertara o interesse, tanto,
de um publico leigo afeito a novos conhecimentos, quanto, de um publico
especializado de académicos que busca dialogar com base em tradicionais e
novas abordagens cientificas.

Excelente leitura!

El6i Martins Senhoras
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RESUMO: A rapida degradagcdo da
biodiversidade brasileira, em especial o
bioma Caatinga instiga diversas estratégias
de pesquisas para contribuicdo da
conservacdo e manutencdo dos animais
em seus habitats naturais e propagacao

Data de aceite: 01/11/2022

em cativeiros. Dentro deste contexto,
O presente trabalho teve como objetivo
realizar sexagem molecular de Caracara
plancus mantidos em cativeiro e de vida
livre resgatados nos Estados da Paraiba
e Pernambuco para incrementacdo de
estudos de distribuicdo destes animais
nesses locais assim como visando a
contribuir no incremento de programas de
conservacdo de aves no bioma Caatinga.
As amostras de aves de rapina da espécie
Caracara plancus foram obtidas a partir da
parceria entre o Instituto Federal da Paraiba
e Corpo de Bombeiros do Estado da Paraiba
em operacgoOes de resgate de aves silvestres
na regido de Sousa-PB. foi extraido o DNA
de amostra de penas e de sangue de 22
animais pelo método de extracdo alcalina
simples rapida. a identificacdo sexual foi
realizada por meio de técnicas de analise
genética, por sexagem molecular, a partir
da amplificacdo da regido dos genes
CHD-Z e CHD-W (chromo-helicase-DNA-
binding). Os resultados obtidos mostram
que: Pequenas aliquotas de sangue e de
penas representam materiais biolégicos
adequados a obtencdo, de forma néo-
destrutiva, de amostras de DNA na espécie
de aves carcara; que os primers P2 e P8 séo
eficazes para amplificacdo de segmentos
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de DNA associados aos genes CDH-Z e CDH-W da espécie carcara e que a metodologia
de sexagem molecular realizada permitiu gerar perfis genéticos sexo-especificos e, portanto,
identificar com seguranga machos e fémeas na espécie carcara.

PALAVRAS-CHAVE: Ave; sexo; identificagéo.

USE OF MOLECULAR MARKER FOR SEXING OF CARACARA PLANCUS

ABSTRACT: The rapid degradation of Brazilian biodiversity, especially the Caatinga biome,
requires different research strategies that contribute to conservation and maintenance of
animals in their natural habitats and their propagation in captivity. Within this context, the
present work aimed on molecular sexing of Caracara plancus, including individuals that were
kept in captivity, respectively free-living and rescued. The study was performed in the states of
Paraiba and Pernambuco in order to increase information about distribution of these animals in
these regions, as well as to contribute to the development of bird conservation programs in the
Caatinga biome. The samples of raptors of the species Caracara plancus were obtained from
a partnership between the Federal Institute of Paraiba and the Paraiba State Fire Department
during wild bird rescue operations in the region of Sousa in Paraiba. The rapid simple
alkaline extraction method was used to extract DNA of 22 animals from feather and blood
samples. Sexual identification was performed by genetic analysis techniques of molecular
sexing, using the amplification of the CHD-Z and CHD-W (chromo-helicase-DNA-binding)
gene region. Genetic analysis indicates that small aliquots of blood and feathers represent
suitable biological materials to obtain DNA samples of caracara bird species in a non-invasive
way. The primers P2 and P8 were effective for the amplification of DNA segments associated
with the CHD-Z and CHD-W genes of caracara species. The molecular sexing methodology
performed, allowed to generate sex-specific genetic profiles and was therefore suitable for the
safely identification of males and females of the caracara species.

KEYWORDS: Bird; sex; identification.

INTRODUCAO

O bioma Caatinga compreende cerca de 11% do territorio brasileiro, ocupando boa
parte da Regido Nordeste até a porgcéo norte de Minas Gerais. A caatinga € um bioma rico
em espécies animais no qual ha estudos que apontam a existéncia de aproximadamente
327 espécies endémicas, ou seja, que existem somente naquele local. Estima-se que séo
tipicos da caatinga 13 espécies de mamiferos, 23 de lagartos, 20 de peixes e 15 de aves.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, ha registros de 178 espécies de mamiferos,
591 espécies de aves, 177 espécies de répteis, 79 espécies de anfibios, 241 espécies de
peixes e 221 espécies de abelhas. Existem hoje nesse bioma animais em extincdo, que
segundo o Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade, no ano de 2016
havia o registro de 136 espécies ameagadas e 46 espécies endémicas ameacadas de
extingcdo neste bioma, além de ser um dos mais afetados pelo trafico de animais.

O Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO) ressalta que o Brasil possui
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cerca de 1.801 espécies de aves, que representam 20% das 9.000 espécies existentes no
mundo. E o terceiro pafs em diversidade de aves (atras apenas da Coldmbia e do Peru).
No entanto, é o primeiro em nimero de espécies em extingdo. Das 1.212 aves ameacadas
no mundo, 120 estdo no pais. Também é considerado como um dos paises com maior
porcentagem de espécies endémicas (10%), o que o torna um dos mais importantes em
relacéo a investimentos em preservagéo de aves (ALLGAYER, 2006).

Uma das causas de mortandade de animais no territorio brasileiro é o atropelamento
de aves. Segundo estudos de FERREIRA et al., 2004, por exemplo, nas imedia¢des do
Parque Altamiro de Moura Pacheco (Goias) foi encontrado 41,9% de aves de um total de 72
espécies de vertebrados na BR-153/GO-060, em um periodo de trés meses, apontando a
relevancia desse tipo de acidente e Nao menos problematicos séo os fios de cercas, muito
finos, e ndo percebidos pelas aves de rapina, em seus vOos rasantes, para a captura de
pequenos vertebrados no solo.

O estudo e o estabelecimento de programas de conservagcdo em aves sao
necessarios para manutencao da fauna nacional. Para isso, aplicagdes e metodologias da
area de genética associada a conservagao biol6gica sao importantes tanto na identificacdo
dos animais vitimados como os mantidos em cativeiro. E em casos de aves monomorficas,
A determinagéo do sexo é fundamental para o sucesso reprodutivo de espécies silvestres
mantidas em cativeiro, principalmente em se tratando de programas de reintroducéo ou
soltura, em estudos comportamentais e em analises forenses associadas ao comércio/
tréfico ilegal de animais (GRIFFITHS, 2000; RASO & WERTHER, 2004; FARIA et al., 2007).

Como se sabe, aproximadamente 30% das aves ndo apresentam dimorfismo
sexual externo aparente que permita a diferenciagdo morfologica entre machos e fémeas
(POUGH, 1999). Estima-se que cerca da metade das espécies existentes no mundo nao
possui dimorfismo sexual e, quando existe, é geralmente sutil, podendo ocorrer somente a
partir do periodo de maturidade sexual.

Segundo RASO e WERTHER (2004), a identificagdo do sexo em aves monomorficas
é fundamental para o sucesso reprodutivo de espécies silvestres mantidas em cativeiro,
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).

Dentre as aves que ndo apresentam dimorfismo sexual, estd o carcara, uma das
espécies animais que vivem no bioma Caatinga da regido Semiarido Brasileiro, o caracara
ou carancho (nome cientifico: Caracara plancus), € considerado uma das aves de rapina
mais populares no Brasil, encontrado em diferentes ambientes, como campos naturais,
pastagens e centros urbanos. € uma espécie de ave de rapina da familia dos falconideos.
Mede até 60 cm de altura e sua envergadura chega a 123 cm e o comprimento varia entre
50 e 60cm.

A identificacdo de machos e fémeas em diversas espécies de aves pode ser
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atualmente realizada por meio da denominada “sexagem molecular’, em que se analisa
uma determinada por¢éo do genoma que apresenta diferencas entre os sexos.

A sexagem das aves é uma pratica de extrema importancia, visto que pelo menos
metade das aves existentes no mundo nédo 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 coloragéo
das penas e/ou bicos (POUGH, 1999). Para a realizagéo do teste de sexagem em aves
silvestres via técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), faz-se a extracdo do
DNA de penas e/ou de sangue.

Por meio da técnica da PCR, é possivel realizar a sexagem pela deteccao dos genes
CHDZ e CHD-W, que estao localizados nos cromossomos sexuais de todas as aves. O
CHD-W, localiza-se no cromossomo W, somente nas fémeas, e o gene CHD-Z é encontrado
no cromossomo Z, ocorrendo em ambos os sexos. (GRIFFITHS et al., 1998)

Desta forma, a identificacdo sexual pode ser realizada por meio de técnicas de
andlise genética, neste caso sexagem molecular, a partir da amplificacdo de uma regido
dos genes CHD-Z e CHD-W (chromo-helicase-DNA-binding), localizados nos cromossomos
sexuais. O gene CHD-W localiza-se no cromossomo W e, portanto, encontra-se somente
nas fémeas, e o gene CHD-Z é encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos os
sexos (GRIFFITHS et al., 1998; GRIFFITHS, 2000)

O presente trabalho teve como objetivo realizar sexagem molecular de Caracara
plancus mantidos em cativeiro e de vida livre resgatados nos Estados da Paraiba e
Pernambuco para incrementacao de estudos de distribuicdo destes animais nesses locais
assim como visando a contribuir no incremento de programas de conservagao de aves no
bioma Caatinga.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram provenientes das aves de rapina da espécie Caracara plancus
realizada por resgates pelo 6° Batalhdo do Corpo de Bombeiros da Paraiba, em trechos
da BR 230 em Sousa- PB; e dos Parque Zoobotanico Arruda Camara (bica), localizado
em Jodo Pessoa-PB e Parque Zoobotanico da Caatinga do 72° Batalhdo De Infantaria
Motorizado, localizado em Petrolina-PE. Totalizando 22 animais coletados.

Amostras de DNA foram obtidas a partir de amostras de sangue e de bulbo de
penas. Para obtencdo do DNA a partir das penas, foram extraidas 8 penas da regido do
peito de cada rapinante contendo bulbo. Aos animais pertencentes aos referidos parques
zoolégicos, foram utilizados materiais de captura e contengéo como panos, luvas de couro e
pucés para as aves cativas. As amostras foram armazenadas individualmente em envelope
a temperatura ambiente e devidamente identificadas. O DNA foi posteriormente extraido
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do bulbo de penas dos animais pelo método de extracado alcalina simples rapida (VIEIRA;
COELHO; OLIVEIRA, 2011; RUDBEK; DISSING, 1998).

O DNA a partir de amostras sanguineas, foi obtido de animais higidos devidamente
capturados com puca e contido apenas fisicamente com pano em seu corpo, para diminuicéo
de estresse. Suas penas da regido de uma das asa foram umedecidas com alcool 70%
para antissepsia e afastadas para possibilitar a visualizacdo do vaso. Para a coleta foram
utilizadas seringas de 1 ml e agulhas hipodérmica 13 x 4,5 descartaveis e estéreis. Foi
puncionada preferencialmente a veia basilica (vena cutanea ulnaris superficialis), que
cruza a superficie ventral da articulagdo Umero radio ulnar sob a pele. Uma alternativa, foi
a coleta na veia jugular direita (vena julgularis dextra), geralmente a direita por ser mais
calibrosa que a esquerda, ou ainda a veia metatarsica medial (tibial caudal), localizada no
aspecto caudomedial do tibiotarso, acima da articulagéo do tarso (SANTRA, 2008; THRALL
et al., 2015). O volume total de sangue coletado foi de no maximo 1% do peso vivo de cada
animal.

O procedimento para coleta de amostras dos animais vivos foi que, apés sua
contencdo, o local de retirada das amostras biologicas foi higienizado com algodao
embebido em &lcool 70%.

Tanto para amostras de animais vivos como para animais mortos, posteriormente,
as penas coletadas foram mantidas em envelope de papel a temperatura ambiente até
seu processamento ou, alternativamente, mantidas a temperatura ambiente em recipiente
contendo alcool 100%. Valendo ressaltar que, os dois procedimentos de coleta dos
materiais (sangue e bulbo da pena) implicaram em riscos extremamente reduzidos de
desenvolvimento de infecgdes nos animais. A partir de amostras de aves tanto as dos
zoolégicos como a recolhidas na BR 230 extraiu-se o DNA de penas e sangue de carcaras.
O DNA foi obtido por procedimentos nao-destrutivos de amostragem biol6gica, quer sejam
amostras de penas e/ou sangue.

O método de extracdo de DNA do bulbo das penas foi realizado com fenol/
cloroférmio/alcool isoamilico, segundo protocolo descrito em SAMBROOK & RUSSEL
(2001), com algumas alteragées. Cada amostra de penas de cada um dos animais foi
colocada em um cadinho estéril juntamente com nitrogénio liquido. Em seguida, macerada
com auxilio de um bastéo estéril. Adicionou-se 5 ml de solugéo de digestdo composta por
NaCl 0,4 M; EDTA 0,1 M; pH 8,0; SDS 0,1% e RNase 40 ug/ml, sobre o tecido ja macerado.
Ap6s homogeneizacao, transferiu-se as amostras para um tubo estéril de 15 ml que foi
mantido em banho-maria em uma temperatura de 50°C por 1 hora. Apds este periodo,
adicionou-se solugéao de Proteinase K 40 pg/ml e o tubo foi mantido em banho-maria a 50°C
por mais 1-3 horas, homogeneizando-se o material periodicamente. Apds este periodo,
retirou-se o tubo do banho-maria e, em capela com exaustor ligado, acrescentou-se 5 ml de
solugcéo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporgcéo de 50:48:2, respectivamente.

Homogeneizou-se a amostra durante 15 minutos e, posteriormente, o tubo contendo a
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amostra foi centrifugado a 5.000 rpm por mais 15 minutos. Transferiu-se o sobrenadante
para um novo tubo de 15 ml estéril, acrescentando-se solu¢gdo de NaCl 1M calculada a
partir do volume médio da amostra obtida. Posteriormente, completou-se o tubo com alcool
100% gelado para precipitagdo do DNA. Retirou-se a amostra de DNA do tubo com auxilio
de uma ponteira de plastico e o restante foi descartado. Posteriormente, devolveu-se o DNA
ao tubo e adicionou-se 3 ml de éalcool etilico 70%. O éalcool foi entédo descartado e manteve-
se a amostra de DNA em estufa a 37°C para secagem. ApOs a secagem, acrescentou-se
200pl de agua filtrada autoclavada para eluicdo do DNA. As amostras de DNA obtidas
foram transferidas para tubos estéreis de 1,5 ml e mantidas a -20°C.

Quanto a extracdo do DNA a partir das amostras de sangue, esta foi realizada
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante do FTA Classic Card (Whatman Biosciences):
Removeu-se o disco do papel cartdao contendo a amostra de sangue e colocou-se em um
tubo estéril de 200pl. Lavou-se o disco com reagente de purificagédo, agitando o tubo, e
o reagente foi descartado com o auxilio de uma micropipeta. Repetiu-se o processo de
lavagem por mais duas vezes. Posteriormente, lavou-se em tampéao TE (Tris 10mM, EDTA
0.1mM, pH 8.0) e o sobrenadante foi descartado. Repetiu-se este processo e o disco de
papel cartdo foi posto para secar a temperatura ambiente dentro do tubo de 200pl. No
momento de realizar as rea¢des de amplificacéo, realizou-se a PCR diretamente no disco.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas em gel
de agarose 1% imerso em tampdo TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA), corado com Gel
Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) e visualizado em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz
ultravioleta. Para quantificacao do DNA, as amostras foram avaliadas em espectrofotémetro
(Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), através de absorbancia
a 260-280nm.

A partir das amostras de DNA realizou-se as amplifica¢des dos fragmentos de DNA,
via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). estas foram inicialmente padronizadas para
um volume final de 15 pl. Apds padronizagéo, cada reagédo de amplificagédo consistiu de 1,5
ul de tampéo de reacao 10x, 0,75 pl de cada primer (10 mM), 0,4 ul de dNTP (200 mM), 0,4
ul de MgCl2 (50 mM), 0,15 ul de Taqg DNA polimerase (5 U/ml), 7,5 ul de DNA molde (70-100
ng/ul) e 3,55 pl de agua filtrada autoclavada. As reagcbes de amplificagdo foram colocadas
em termociclador PTC100TM (MJ Research), de acordo com o seguinte programa:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos com desnaturagédo a 95°C
por 30 segundos, hibridagéo a 47°C por 30 segundos e extenséo a 72°C por 30 segundos.
Um passo final de extenséo a 72°C foi realizado por mais 5 minutos.

A Identificacdo do sexo das aves foi feita por meio da amplificacédo de regides
especificas dos genes CHD-Z e CHD-W (chromo helicase-DNA binding) para geragéo de
perfis genéticos sexo-especificos. O protocolo de sexagem molecular das aves foi realizado
junto ao Laboratério Unigen — SP.

Os dados foram avaliados de forma descritiva, comparando-os com os valores
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de referéncia para a espécie rapinante. A pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais do Instituto Federal da Paraiba (CEUA-IFPB) (registrada com o n°
23000.002336.2020-64) e foi autorizado através do Instituto Chico Mendes de Conservagéao
da Biodiversidade (ICMBio) a realizar coleta e transporte de amostras biol6gicas de sangue
e penas (SISBIO 73852-1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 22 aves consideradas, foi possivel o isolamento do DNA de 17 animais, ou seja,
um sucesso de 77% na extragcao de DNA da espécie carcara em quantidade suficiente para
sexagem das amostras coletas .

Ao comparar-se a extracdo de DNA do bulbo da pena (N, _ =17) entre animais

total
higidos dos zoolégicos (n= 8) e animais vitimas de atropelamento coletados na BR230
(n=9), observou-se que o sucesso na extragcdo do DNA de penas de animais vivos foi maior
que dos animais mortos, 100% (n=8) e 56% (n=5), respectivamente.

Apesar do uso de penas e sangue para isolamento de DNA representar uma forma
nao destrutiva de amostragem biol6gica em aves, a coleta tanto de sangue, como de penas
para este fim aponta que para a espécie carcara mostra melhor resultados para o animal
higido.

Embora invasivas, as coletas de penas e de sangue implicam somente em um
pequeno periodo de estresse aos animais, dado que € necessario realizar a contencao e
a manipulacdo destes. E no presente trabalho ndo foram relatados quaisquer problemas
associados a infecgdes, morte ou alteragdes no comportamento dos animais utilizados.

Em relagdo a metodologia de isolamento de DNA com o uso de fenol/cloroférmio/
alcool isoamilico a partir de penas da regi@o do peito, apresentaram quantidades menores de
DNA (5-10ng/ul). O mesmo método utilizando amostras sanguineas apresentou resultados
melhores (quantidades de DNA variaveis entre 20-150 ng/ul). uma vez que para realizagao
de analises moleculares mais precisas se requer uma utilizagdo de maiores quantidades
de DNA, o presente resultado aponta que o DNA a partir de amostras sanguineas € mais
indicado para a espécie carcara.

Apesar dessas diferengcas quanto ao sucesso de isolamento do DNA. Observou-
se que a quantidade de DNA isolada foi suficiente para amplificar e realizar a sexagem
das amostras via PCR, evidenciando que tanto as diferentes amostras biolégicas como
as diferentes metodologias utilizadas foram eficientes para obtencdo de quantidades
suficientes de DNA para as anélises de sexagem molecular.

Quanto a proporgdo macho/fémea, observou-se que no zooldgico da bica, que das
amostras colhidas aleatoriamente, 37,5% (n=3) eram machos e 62,5% (n=5) fémeas. No
zoolégico de Petrolina, 40% (n=2) eram machos e 60% (n=3) fémeas. Na BR203 50%

(n=2) machos e 50% (n=2) fémeas. Ressaltando que neste Gltimo caso o0 sucesso na
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obtencéo de DNA dos animais foi de apenas 56%, o que pode ter interferido nos resultados
apresentados. E neste recomenda-se o uso de outras técnicas ou procedimentos para

isolamento de DNA visando uma obtengcdo de amostras de melhor qualidade.

CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os dados apresentados no presente trabalho, p6de-se concluir que:

1. Pequenas aliquotas de sangue e de penas representam materiais biolégicos
adequados a obtencgéo, de forma nao-destrutiva, de amostras de DNA na espécie
de aves carcara

2. Os primers P2 e P8 sao eficazes para amplificacdo de segmentos de DNA
associados aos genes CDH-Z e CDH-W da espécie carcara.

3. A metodologia de sexagem molecular realizada permitiu gerar perfis genéticos
sexo-especificos e, portanto, identificar com segurangca machos e fémeas na
espécie carcara.

4. Considerando as espécies aviarias que nao apresentam dimorfismo sexual
aparente e dada a importancia da correta identificacdo de machos e fémeas nas
espécies de aves da fauna brasileira, os resultados obtidos podem contribuir para
subsidiar programas conservacionistas de recuperacdo, manutencéo e reproduc¢ao
de aves em cativeiro e posterior soltura ou reintroducéo destes animais, em especial
para a espécie carcara.
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