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RESUMO

A utilizagdo forense de seqiiéncias de genes mitocondriais para a identificacdo de espécies a
partir de vestigios ¢ particularmente interessante na investigacao de crimes contra a fauna. Os
dois genes mitocondriais do citocromo b (cytb) e da subunidade I da citocromo c oxidase sdo
internacionalmente recomendados para tal fim. Embora eles ndo evoluam a taxas
significativamente diferentes, o primeiro ¢ mais utilizado para a identificagdo de vertebrados e
o segundo para invertebrados resultando em abundancias diferentes de seqiiéncias depositadas
no GenBank e utilidades forenses diferenciadas nestes grupos. Neste trabalho o
sequenciamento e analise de trechos destes dois genes foram utilizados para (1) a resolucao de
uma investigacdo forense; (2) a analise de diversidade intra e interespecifica para estes genes
em diferentes grupos e (3) a proposi¢do e desenvolvimento de diagnosticos diferenciadores
simples entre grandes grupos de animais baseados em PCR alelo especifica. O
sequenciamento de regides especificas do gene cytbh foi utilizada para a resolugdo de uma
investigacao forense real do Departamento de Policia Federal envolvendo o trafico de ovos de
aves da fauna silvestre brasileira. A andlise de seqiiéncias do cytb permitiu concluir, de forma
inquestionavel, se tratar de fato de um crime contra a fauna por envolver o trafico de aves de
quatro espécies distintas, a grande maioria sendo de psitacideos. Foi avaliado o conhecimento
filogenético nas familias Cebidae, Cervidae, Felidae, Myrmecophagidae, Psittacidae e
Tayassuidae, salientando a problematica de cada grupo e suas implicagdes para a identificacdo
forense de espécies, incluindo entomologia forense. Seqiiéncias dos genes estudados, inéditas
no GenBank, foram geradas e depositadas para espécies ameagadas pertencentes a estas
familias. Em uma analise intraespecifica do nivel de polimorfismo de seqiiéncia deste gene,
duas populacdes de tamandué-bandeira do cerrado brasileiro foram estudadas. Os mesmos

quatro haplotipos encontrados na populagdo do Parque Nacional das Emas foram encontrados



na populagdo do Parque Nacional da Serra da Canastra. Este resultado indica que a reduzida
diversidade nucleotidica neste gene ndo permite, portanto, a sua utilizacdo em estudos
genéticos ou filogeograficos de atribui¢cdo de individuos a populacdes especificas. Para
reforcar a seguranca na declaragdo da identificacdo de espécies usando estes genes
mitocondriais, os estudos realizados apontam para a necessidade de realizar andlises
filogenéticas das seqiiéncias génicas questionadas, adicionalmente a uma simples busca de

identidade de seqiiéncias via blast no GenBank, proposta em publica¢des forenses.

PALAVRAS-CHAVE: identificacdo de espécies, citocromo b, criminalistica, pericia

criminal, genética forense, DNA mitocondrial, fauna, espécies ameacgadas de extingao.



ABSTRACT

The forensic application of mitochondrial gene sequences for the identification of species is
particularly useful in the investigations of wildlife crimes. The two mitochondrial genes,
cytochrome b and subunit I of cytochrome ¢ oxidase have been internationally recommended
for this purpose. Although they do evolve at essentially the same rate, the first one is
generally used for the identification of vertebrates, while the second for invertebrates,
resulting in different abundances of sequences deposited in GenBank and a differential
forensic utility in these groups of animals. In this work, sequencing and analysis of portions of
these genes was used for (1) the solution of a forensic investigation; (2) the analysis of intra
and interspecific diversity in different animal groups; (3) the proposal and development of
simple differential diagnostic tools amongst groups of animals based on allele specific PCR.
Direct sequencing of cytb was used for the solution of a real life forensic investigation at the
DPF involving the smuggling of eggs of native Brazilian birds. The analysis of cytb
sequences allowed concluding that in fact it was a crime against wildlife involving the traffic
of four distinct species, most of them belonging to the family Psitacideae. The phylogenetic
knowledge in the families Cebidae, Cervidae, Felidae, Myrmecophagidae, Psittacidae and
Tayassuidae, was studied emphasizing the problems in each group and their implications for
forensic species identification, including forensic entomology. Sequences of the two mtDNA
genes studied for species belonging to these families were added to GenBank. The
intraspecific level of sequence polymorphism was studied in two populations of giant
anteater. The same four haplotypes were found in the Emas National Park population were
also found in the population from Serra da Canastra National Park, indicating that the limited
nucleotide diversity precludes the use of these genes in phylogeographic and genetic studies.

To allow confidence in the declaration of species identity using mitochondrial genes, these



studies point to the necessity of carrying out detailed phylogenetic analyses of the questioned
sequences in addition to a simple search for identity of sequences through blast in genebank

as generally proposed in the forensic literature.

KEYWORDS: species identification, cytochrome b, forensics, forensic science, forensic

genetics, mtDNA, mitochondrial DNA, wildlife, Brazil, endangered species.
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I Introduciao

L1 O combate aos crimes contra a fauna no Brasil

Tamanho o impacto do homem nas populagdes naturais nos ultimos séculos (Goudie,
1994), que tém se dito que estamos vivendo um “evento de extingdo em massa”, termo
utilizado por paleontologos para descrever o grande desaparecimento de espécies em um
tempo geologico relativamente curto (Donovan, 1989; Leakey & Lewin, 1996). A
humanidade tem afetado os ecossistemas de diferentes maneiras, seja poluindo o ambiente,
destruindo habitats ou cacando e pescando até os ultimos individuos de uma populagdo.

Nas tultimas décadas, entretanto, a humanidade tem repensado esta postura e tem
estabelecido a conservacao da biodiversidade global como uma das medidas prioritdrias para
a garantia da qualidade de vida das proximas geragdes (UNEP, 1995; Wilson, 2002).

O Brasil possui uma importancia impar no cendrio da biodiversidade global. Nosso pais
apresenta a maior diversidade de mamiferos e a terceira maior diversidade de aves do mundo
(Mittermeier et al., 1997). Justamente por esta condicdo, o Brasil ndo s6 ¢ alvo de olhares
criticos de todo o mundo conservacionista, mas também € vitima dos maiores crimes contra a
natureza e, em especial, dos crimes contra a fauna. Traficantes e cagadores de animais de todo
o mundo cometem crimes contra nossa rica fauna silvestre (RENCTAS, 2002; Brasil, 2003).

Diante desta perspectiva, inumeros tém sido os esfor¢os para controlar a extingdo
desenfreada causada pelo homem. Muitos paises, incluindo o Brasil, criaram severas leis para
a punicao de quem agride as espécies mais ameagadas. Além das iniciativas isoladas, existem
tratados internacionais que restringem o comércio destas espécies. A Convencdo sobre o
Comércio Internacional de Espécies da Flora e da Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo,
conhecida pela sua sigla em inglés “CITES” (Convention on International Trade in

Endangered Species of Wild Fauna and Flora), da qual o Brasil ¢ signatario desde 1975, tem
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sido um dos principais instrumentos legais para evitar este tipo de comércio, que ¢
freqiientemente unidirecional, partindo dos tropicos subdesenvolvidos e indo para os

compradores norte-americanos, europeus € asiaticos.

L2  Aimportincia da identificacdo de espécies no combate aos crimes contra a fauna

Os crimes contra a fauna estdo entre os maiores impactos nas populagdes de animais
silvestres, afetando, sobretudo as espécies mais ameagadas. O trafico de animais silvestres e a
caca ilegal, diferentemente de outros impactos causados pelo homem, ndo tém como
justificativa o “desenvolvimento” ou o “avanco da fronteira agricola”. Ao contrario, suas
motivacdes costumam ser tdo futeis como o esporte, o lazer, a criagdo de animais de
estimacao e a confeccdo de casacos de pele (Taylor & Dunstone, 1996; RENCTAS, 2002).

Dentre a normas existentes no Brasil que visam combater os crimes contra a fauna,
destacam-se: a Lei de Crimes Ambientais (Lei 9605/98), a Convencdo Internacional sobre o
Comércio de Espécies da Fauna e da Flora Ameagadas de Extingdo (CITES, implementada no
pais pelo Decreto 3607/2000) e a Lista Nacional das Espécies da Fauna Ameagadas de
Extingao (IN 03/2003-MMA).

A Lei de Crimes Ambientais, em seu artigo 29, em que define os crimes contra a fauna,

sentencia:

73

atar, perseguir, cagar, apanhar, utilizar, vender, expor a venda,
exportar, adquirir, guardar espécimes da fauna silvestre bem como

produtos e objetos dela oriundos™

“A pena é aumentada da metade se o crime é praticado |[...] contra

espécie rara ou considerada ameacada de extin¢do”

As normas estabelecidas pela CITES sao diferenciadas para trés grupos de espécies: as

que estdo relacionadas no anexo I, aquelas que correm maior risco de extingdo e devem ter
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seu comércio rigorosamente fiscalizado ou, até mesmo, impedido; as que se encontram no
anexo II, que correm um risco intermedidrio de extingdo e cujas restricdes nao sdo tdo grandes
quanto as do anexo I; e todas as demais, que estdo no anexo III e ndo sofrem restricdes
quando comercializadas internacionalmente.

De forma similar, o Brasil reconhece oficialmente as espécies da sua fauna ameagadas
de extingdo por meio da Instru¢do Normativa N° 03/2003, do Ministério do Meio Ambiente,
que ¢ periodicamente revisada e atualizada.

Como pode se observar, as trés principais normas sobre o assunto utilizam o conceito de
espécie; a determinacdo da espécie e a sua classificagdo em categorias definidas representarao
diferentes tratamentos ao infrator.

As duas principais categorias para classificacdo das espécies, na esfera penal, consistem
em (1) espécie pertencente a fauna silvestre (em contraposi¢do com as espécies domésticas) e
(2) espécie incluida em lista de espécie ameagada (anexos CITES e IN 03/2003).

Desta forma ¢ crucial para a justiga brasileira, assim como na maioria dos demais paises,
a correta e rapida identificacdo da espécie animal vitima de um crime contra a fauna para o

devido enquadramento legal e julgamento do infrator e defini¢do de sua pena.

1.3 Asvantagens da identificacdo molecular

Todos os fundamentos classicos de comparacdo, identificacdo e classificacdo de
espécies e demais grupos taxondmicos baseiam-se nas caracteristicas morfologicas exibidas
pelos individuos. Na maior parte das vezes tratam-se de caracteristicas exibidas apenas em
individuos adultos. Nao raro, a identificagdo de espécies necessita de um especialista no
taxon. Até mesmo peles inteiras de felinos, que poderiam ser classificadas como um dos
vestigios dos crimes contra a fauna mais faceis de se identificar, podem representar grandes

dificuldades (Bowles, 1996).
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A identificagdo molecular (identificacdo genética), por outro lado, baseada em
seqiiéncias nucleotidicas, pode ser feita utilizando qualquer fragmento de tecido, como sangue
(Branicki et al., 2003), pélos (Pascalli ef al., 1994; Allen et al., 1998; Menotti-Reimond et al.,
1997; Savolainen & Lundeberg, 1999), chifres (Hsieh et al., 2003), penas (Russello & Amato,
2001), carne (Baker & Palumbi, 1994; Fang & Wan, 2002), ossos (Wetton et al., 2004), fezes
(Hoss et al., 1992; Paxinos et al., 1997), carcacas (Pierce et al., 2004), entre outros (Branicki
et al., 2003). A determinag¢do da espécie da qual proveio uma pena de arara, um dente de
onga, um pélo de tamandué (ou até uma planta, um fungo ou uma bactéria) usando o DNA,
diferentemente da identificagdo morfologica, pode ser feita por um mesmo profissional com

boa formagao em biologia e genética e ciente das limitagdes das técnicas empregadas.

1.4 DNA mitocondrial

Presente na maioria dos eucariotos, o DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ uma molécula
circular fechada com tamanho entre 15 e 20 kb, dependendo da espécie, de replicagdo
independente do DNA nuclear. O DNA mitocondrial ¢ em geral utilizado para a identificacao
taxonomica e aplicagdo forense por apresentar vantagens em relagdo ao DNA nuclear.

A principal vantagem do DNA mitocondrial para uso forense ¢ a maior abundancia de
copias deste em comparagao ao DNA nuclear. Cada célula possui centenas de mitocondrias e
cada mitocondria possui dezenas de copias de seu cromossomo circular. Sendo assim, tecidos
muito diminutos, com pouco DNA ou com o DNA bastante degradado, podem ter seu DNA
mitocondrial amplificado, mas ndo o nuclear (Budowle et al., 2003). Um exemplo bastante
conhecido deste caso sdo os fios de cabelo e demais pélos sem bulbo, onde segmentos do
DNA mitocondrial freqlientemente podem ser amplificados, mas ndo segmentos do DNA

nuclear.
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Do ponto de vista da identificagdo de espécies, 0 DNA mitocondrial tem as vantagens de
ndo possuir introns, praticamente ndo sofrer recombinacdo e ser haploide (Saccone et al.,
1999). Além disso, certos genes como o citocromo b (cytb) e o citocromo oxidase I (col)
possuem regides bastante conservadas que permitem a construcdo de oligonucleotideos
iniciadores universais de PCR capazes de amplificar esses genes em uma vasta gama de
espécies (Kocher et al. 1989, Folmer et al., 1994).

O DNA mitocondrial possui uma taxa de mutacao mais alta que o DNA nuclear (Brown
et al., 1979) e as transi¢des sdo muito mais freqiientes que as transversdes (Moritz et al.,
1987). Possui regides bastante varidveis que podem ser utilizadas para diferenciar individuos
dentro de uma espécie, sobretudo na regido controladora, ou alga-D, a unica por¢do nao
codificante do mtDNA (Greenberg et al., 1983; Avise et al., 1987; Saccone et al., 1991;
Lopez et al., 1997). A maior parte do mtDNA, entretanto, ¢ codificante, estando sujeita a
maiores pressoes seletivas, sendo responsavel pela producdo de 22 RNAs de transferéncia, 2
RNAs ribossomais ¢ 13 RNAs mensageiros que codificam polipeptideos envolvidos na
fosforilagdo oxidativa. Os genes dos tRNAs sdo bastante pequenos quando comparados aos
demais, sendo os genes que codificam proteinas e rRNAs os mais utilizados para inferéncias
filogenéticas.

Apesar de o gene que codifica para o 16S rRNA ser amplamente utilizado na
identificacdo e classificagdo de microrganismos (Woese, 1977; Pace, 1997) e os genes que
codificam rRNAs terem uma taxa de evolugdo mais constante do que aqueles que codificam
proteinas, sendo considerados verdadeiros “reldégios bioldgicos”, os ultimos apresentam pelo
menos duas vantagens na identificacdo de espécies animais e na diferenciagdo entre espécies
proximas. A primeira ¢ a grande abundancia de seqiiéncias de citocromo b, de diferentes
espécies animais, no GenBank. A segunda ¢ a relativamente baixa pressdo seletiva em

algumas posi¢des destes genes, sobretudo na terceira posicdo do cédon. Deste modo, os genes
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que codificam proteinas tém uma taxa de evolucdo intermedidria entre os rRNAs e a regido
controladora (Jankzewski et al., 1995; Lopez et al., 1997), podendo ser utilizados para
diferenciar espécies proximas mas sem perder a informacdo filogenética para classifica-las
dentro de um determinado taxon.

Os dois genes mitocondriais que tém sido amplamente sugeridos para a identificacdo de

espécies animais sdo o cytb e o col.

L5 Qual gene? citocromo b x citocromo oxidase 1

O gene mitocondrial do citocromo b (cyth) tem sido utilizado h4 bastante tempo para
estudar a evolucdo dos animais (Kocher et al., 1989), de modo que é o gene que possui a
maior abundancia de seqiliéncias disponiveis no GenBank (mais de 25 mil), representativas de
uma vasta gama de espécies animais. Em 2000, Parson e colaboradores formalmente
recomendaram o uso de seqiliéncias de cytb para a identificagdo de espécies animais com
finalidade forense e, em 2003, Branicki e colaboradores validaram a sua utilizacdo segundo as
normas do TWGDAM (Technical Working Group on DNA Analysis Methods).

Apesar do aparente consenso da comunidade forense no uso deste gene na identificacao
de espécies, em um contexto mais amplo, Paul Hebert tem defendido que o gene mitocondrial
da subunidade I da citocromo ¢ oxidase (col) deve ser utilizado como “cdédigo de barras” para
identificar toda a diversidade de espécies animais (Hebert et al., 2003; Holmes, 2004).
Segundo o autor, a taxa de substituicdo de aminoacidos ¢ mais baixa neste gene do que em
qualquer outro gene mitocondrial, o que permitiria reconstrucdes filogenéticas mais profundas
que o cytb, por exemplo. Recentemente, o referido pesquisador, que até¢ entdo baseava seus
estudos em invertebrados, obteve a seqiiéncia de col de 260 das 667 espécies de aves da
América do Norte (Hebert et al., 2004) e tem dado publicidade ao seu projeto no endereco

www.barcodinglife.org.
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O consenso, que seria o ideal para a identificacdo de espécies, ndo existe nem mesmo
entre as regides do cytb e do col a serem utilizadas. Enquanto a maioria dos trabalhos utiliza a
regido 5’ do cyth, Verma & Singh (2003) recentemente publicaram seqiiéncias de iniciadores
para serem utilizados na investigacdo forense que amplificam a regido 3’ do gene. Em relagao
ao col ocorre algo semelhante: enquanto Hebert e colaboradores (2003) sugerem a regido 5°,
diversos trabalhos utilizam a por¢do terminal do gene (Palumbi et al., 1991; Russello &

Amato, 2004).

1.6  Pardmetros utilizados na identificacdo de espécies usando o DNA

Os parametros que tém sido utilizados na identificacdo de espécies baseada na
comparagdo de seqiiéncias nucleotidicas sdo diversos. Parson e colaboradores (2001)
utilizaram a similaridade percentual. Naquele trabalho, os autores encontraram valores de
similaridade de 99% e 100% entre seqiiéncias de 300 pb de cytb obtidas de individuos da
mesma espécie. Uma similaridade de 98%, por exemplo, poderia ser observada tanto entre
dois individuos de uma espécie antiga como entre duas espécies recentemente separadas.
Branicki e colaboradores (2003), apds obterem uma similaridade de 99% entre a seqii€éncia de
cytb do tecido questionado e uma seqiiéncia identificada no GenBank como sendo de gato
doméstico, buscaram o exato haplétipo do tecido questionado entre os gatos da regido.

Hebert e colaboradores (2003), utilizando a distancia p entre seqiiéncias de col,
relataram que quando um limiar de 3% ¢ utilizado para distinguir espécies de Lepidoptera
(borboletas e mariposas), 196 de 200 espécies sdo corretamente identificadas. As quatro
espécies restantes apresentaram diferencas de 0,6 a 2,0% o que, segundo os autores, sugeriria

uma divergéncia recente.
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Hsieh e colaboradores (2003), além da comparacdo simples entre as seqii€ncias de cytb,
também observaram o agrupamento destas em uma analise filogenética usando a distancia de
Kimura 2-pardmetros e o algoritimo de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining).

Terol e colaboradores (2002), afirmaram ter validado a identificagdo de espécies de
atum usando um fragmento interno de 171 pb do cytbh por meio de uma analise de bootstrap.
Segundo os autores, o seqlienciamento do fragmento proposto permite a correta determinacao
da espécie de atum com uma probabilidade igual ou superior a 95%.

Hebert e colaboradores (2004), propuseram o limiar de 10X da variagdo intraespecifica
média para o grupo em estudo. Ou seja, no grupo de aves estudado, por exemplo, com uma
variacdo intraespecifica média de 0,27%, o limiar para separar espécies seria 2,7%, um limiar
capaz de reconhecer mais de 90% das 260 espécies investigadas.

Apesar de haver uma vasta gama de parametros disponiveis na literartura, passiveis de
utilizagdo para permitir uma identificacdo de espécie baseada em seqiiéncias de DNA mais
segura, parece existir uma certa tranqiiilidade na comunidade forense em relacdo a este
aspecto. Em conversas informais e na rotina dos laboratdrios periciais parece haver uma
confianca exagerada de que uma simples busca no GenBank, ¢ comparagcdo usando a

ferramenta blast, resultaria na identificagdo correta da espécie da seqiiéncia questionada.

1.7  Filogenia molecular

A sistematica filogenética busca reconstruir as relagdes de parentesco entre as diferentes
formas de vida de acordo com suas historias evolutivas (Hennig, 1966; Amorim, 1997;
Mattioli, 2001). Utilizando inicialmente caracteristicas morfologicas, os pesquisadores
passaram a utilizar, também, caracteristicas comportamentais, citogenéticas, moleculares e até
caracteristicas externas ao proprio organismo (‘“fenotipo estendido”), como teias e ninhos,

para fazer inferéncias evolutivas. As caracteristicas moleculares, sobretudo seqiiéncias de
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nucleotideos e aminoacidos, mostraram-se tdo uteis para a reconstrucdo de filogenias que
metodologias classicas foram readaptadas e metodologias novas foram criadas para melhor
refletirem o modo de evolucdo destas seqiiéncias (Nei & Kumar, 2000).

Desta forma, seguimos os conceitos ¢ metodologias da filogenia molecular de acordo
com o proposto por Nei & Kumar (2000) e largamente implementados no programa Mega2
(Kumar et al., 2001).

Os métodos de reconstrucdo filogenética expressam seus resultados na forma de um
dendrograma conhecido como “arvore filogenética”. As arvores filogenéticas sdo compostas
por nds, que representam os pontos de divergéncia entre as seqiiéncias, € por ramos, que
indicam o ntimero de caracteristicas (polimorfismos de bases) que separam as seqiiéncias de
sua seqiiéncia ancestral comum. As técnicas para obtencdo de filogenias podem ser baseadas
na distdncia, na parcimonia ou na maxima verossimilhanca. No presente trabalho foram
utilizadas apenas as duas primeiras.

O método da maxima parcimonia se baseia no simples fato de uma mudanga ser mais
provavel que duas e, portanto, busca a arvore que requeira um menor numero de mudancgas
para explicar caracteristicas derivadas (Matioli, 2001).

Os métodos baseados na distdncia, também conhecidos como métodos geométricos,
utilizam a similaridade (ou distdncia) entre cada par de seqiiéncias (de nucleotideos ou
aminoacidos) alinhadas para reconstruir filogenias. Existem diversos modelos, desde
extremamente simples até altamente complexos, para estimar a distdncia entre duas
seqiiéncias. Modelos matematicos mais complexos, com um maior nimero de varidveis, tém
variancia maior e, portanto, devem ser evitados para reconstrugdo de topologias onde a média
das distancias ¢ menor que 0,2 (Nei & Kumar, 2000), como as obtidas na identificacdo de
espécies e comparagdo entre espécies proximas. Entre as estimativas de distdncia mais

simples estdo a distancia p e a distdncia de Kimura 2-parametros, K2P (Kimura, 1980). A
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distancia p ¢ meramente a proporcao de posi¢des em que duas seqiiéncias diferem. A distancia
K2P leva em consideragdo dois parametros a mais: a possibilidade de ocorrerem substituicdes
multiplas e a razdo entre as transigdes e as transversdes. Apds a obten¢do das distancias entre
as seqiiéncias comparadas, utiliza-se um algoritimo para a reconstrucdo da arvore filogenética.
Entre os diversos algoritimos disponiveis, utiliza-se com maior freqii€ncia o agrupamento de
vizinhos (neighbor-joining, NJ; Saitou & Nei, 1987), um método no qual a arvore com a
menor soma total de ramos ¢ a procurada.

O teste de confianca na topologia mais utilizado, tanto em arvores de distancia como de
parcimOnia, € o bootstrap (Felsenstein, 1985). A base do método consiste em uma simples re-
amostragem com reposicdo pseudoaleatoria dos dados. A cada re-amostragem, uma arvore
réplica ¢ construida e, ao final, a quantidade de vezes em que cada agrupamento ocorreu pode
ser expressa em porcentagem (Mattioli et al., 2001).

O uso das ferramentas da filogenia molecular na identificacdo forense de espécies
usando seqiiéncias de genes mitocondriais ainda ¢ discreto. Parson e colaboradores (2000),
assim como Branicki e colaboradores (2003), nos dois trabalhos fundamentais para chamar a
atengdo dos cientistas forenses para o uso de seqiiéncias génicas na identificacdo de espécies,
nado utilizam e nem sequer citam qualquer ferramenta da filogenia molecular. As contribui¢des
que a andlise filogenética pode dar a identificagdo forense de espécies usando seqiiéncias

nucleotidicas devem ser melhor avaliadas.

1.8  Potenciais problemas da identificagdo de espécies usando o mtDNA
Nem sempre a historia evolutiva da seqiiéncia de mtDNA estudada reflete a historia
evolutiva da espécie (Ballard & Whitlock, 2004). Aqui abordamos trés tipos de fatores que

consideramos os principais, mas ndo os unicos (veja Funk & Omland, 2003), que podem
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resultar em arvores filogenéticas baseadas em seqiiéncias de mtDNA que ndo refletem a

historia evolutiva do grupo estudado.

1.8.1 Hibridacao entre espécies proximas e introgressao

Segundo o conceito bioldgico de espécies (Dobzhansky, 1939), espécies distintas nio
intercruzam ou, caso gerem algum descendente, este ndo ¢ fértil. De fato, muitas espécies
seguem esta regra. No entanto, para a grande maioria das espécies descritas, o isolamento
reprodutivo ndo ¢ diretamente verificado e a ocorréncia de hibridos ndo pode ser descartada.

De uma maneira geral, espera-se que populagdes que divergiram hd muito tempo ndo
mais se intercruzem e populagdes que divergiram ha pouco tempo ainda possam intercruzar.
No entanto, existem exce¢des documentadas para ambos os casos: populagdes de peixes que
originaram mais de mil espécies distintas, em menos de um milhdo de anos, que ndo mais se
intercruzam (Meyer, 1993; Albertson et al., 1999), e populagdes de arvores isoladas que
divergiram ha 8 milhdes de anos e que ndo desenvolveram qualquer isolamento reprodutivo
(Mayr, 2001).

Entre as espécies de mamiferos que hibridizam na natureza encontram-se, por exemplo,
o trio lobo cinza (Canis lupus), lobo vermelho (Canis rufus) e coiote (Canis latrans) (Reich et
al., 1999; Adams et al., 2003a) e a dupla gato selvagem (Felis silvestris) e gato doméstico
(Felis catus) (Pierpaoli et al., 2003). Entre as aves, encontramos, por exemplo, o galo-lira
(Tetrao tetrix) e o tetraz (Tetrao urogallus) (Grant & Grant, 1997) e diversas espécies de
gaivotas (género Larus) (Mayr, 1940; Crochet et al., 2003). Para tentar categorizar o gradiente
continuo de relagdo entre as populagdes, utilizamos os termos subespécie, para populagdes
relativamente isoladas dentro de uma espécie, e superespécie (ou complexo de espécies), para

designar um conjunto de espécies que ainda podem trocar material genético.
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Figura I.1. De cima para baixo, o pai (uma falsa-orca, Pseudorca crassidens), a mae (um golfinho,
Tursiops truncatus) ¢ a filha (um hibrido intergenérico!). Em 1991, a hibrida, que faz shows em

parque aquatico do Havai, ficou gravida e teve uma filha % golfinho.

Um maior entendimento sobre os processos de hibridagdo e especia¢dao tem sido gerado
gragas aos estudos em “zonas hibridas” (ou “zonas de hibridacdo”); linhas de contato entre a
distribuicdo geografica de duas espécies onde a ocorréncia de hibridos pode ser comum
(Harrison, 1993). Um importante conceito neste tipo de estudo ¢ a “introgressdo génica”: a
penetracdo de genes de uma espécie em outra. Se ndo ocorresse introgressao, as implicagdes
na identificacdo de espécies ficariam restritas aos hibridos e, se apenas genes nucleares
sofressem introgressao, a identificagdo usando o mtDNA ndo seria afetada.

A introgressao do mtDNA entre espécies (Takahata & Slatkin, 1984), no entanto, ja foi
verificada tanto em aves (gaivotas, Liebers et al., 2001; passeriformes, Shapiro et al., 2004;
patos, Rhymer et al., 1994; Kulikova et al., 2004), quanto em mamiferos (camundongos, Ferri
et al., 1983; peixes-boi, Garcia-Rodriguez et al., 1998; mustelideos, Davison et al., 2001;
esquilos, Good et al., 2003; lebres, Alves et al., 2003; canideos, Adams et al., 2003b) e

crocodilos (Ray et al., 2004).
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Em diversos casos onde foram verificados hibridos e introgressdo, houve um “contato
secundario”, ou seja, as espécies eram isoladas geograficamente e, por algum motivo (muitas
vezes por interferéncia humana, com a introducdo de espécies exdticas), reencontram-se €
hibridizam (Rhymer & Simberloff, 1996; Garcia-Rodriguez et al., 1998; Goodman et al.,
1999; Murakami et al., 2004; Mank et al., 2004).

Muitas populagdes de animais domésticos sdo consideradas espécies diferentes das
populagoes silvestres das quais derivaram, embora ndo exista isolamento reprodutivo, dado o
pouco tempo desde a domesticacdo (Gentry et al., 2004). A maioria dos animais domesticados
pelo homem, no entanto, originaram-se no Velho Mundo. Desta forma, ndo existem
correspondentes silvestres do cdo, do gato, do boi, etc. na fauna silvestre brasileira e estamos
menos sujeitos a enfrentar dificuldades em diferenciar “espécies” domésticas de silvestres.

Entre as espécies de interesse forense nativas da fauna brasileira, que podem hibridizar
com uma espécie doméstica préxima encontramos a pred (Cavia aperea), cujo correspondente
doméstico € a cobaia, ou porquinho-da-india, (Cavia porcellus) (Gray, 1972) e o marreco-
toucinho (4nas bahamensis), que se encontra na lista das aves ameacadas de extingdo do
Estado de Sao Paulo (Decreto N° 42.838, de 04.02.98), apesar de ser considerado doméstico
pela Portaria N° 93, de 07.06.98, do IBAMA/MMA (Bouvier & Price, 2002).

Ao se tentar identificar espécies usando seqiiéncias génicas deve-se levar em conta a
probabilidade de ocorréncia de hibridos, de zonas hibridas, de introgressdo, de contato
secundario entre espécies e de espécie silvestre que tenha derivado uma espécie doméstica. A
identificacdo de espécies em grupos de animais onde a hibridacdo ¢ comum, como nas
subfamilias Emberizinae (Gill, 1998) e Mustelinae (Davison et al., 2001) e nos Anseriformes

(Grant & Grant, 1992), deve ser feita de forma ainda mais cautelosa.
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1.8.2 Retencio de polimorfismos ancestrais

Linhagens animais divergentes tendem a divergir, também, em suas linhagens de
mtDNA, em um processo reforcado pela extingdo aleatoria de linhagens de mtDNA e que
resulta em duas linhagens mutuamente monofiléticas (Avise et al., 1987). A divergéncia
completa das linhagens de mtDNA, no entanto, segundo a teoria da coalescéncia, demora em
média 2Ne geragdes, sendo Ne o tamanho efetivo da populagio de fémeas (Hudson, 1990). E
possivel, entdo, que espécies animais, que divergiram ha poucas geragdes e/ou cujo tamanho
efetivo das populagdes seja grande, ainda compartilhem linhagens ndo distinguiveis de
mtDNA (“incomplete lineage sorting” em Funk & Omland, 2003).

Raros sdo os estudos em aves e mamiferos que afirmam que a manutengdo de
polimorfismos de mtDNA ancestrais tenha sido responsavel pela polifilia encontrada. Mesmo
quando existem indicios, ¢ muito dificil distinguir a retencdo de polimorfismos ancestrais de
uma hibridacao seguida de introgressdo como causa de compartilhamento de haplétipos entre
espécies, como o encontrado nos tentilhdes-de-Darwin (Freeland & Boag, 1999; Sato ef al.,
1999) e alguns gavides do Velho Mundo (Kruckenhauser et al., 2004), cuja especiagdo ¢
recente. Tosi e colaboradores (2003) argumentam que a retengdo de polimorfismos ancestrais
¢ a causa mais provavel para a polifilia encontrada no primata Macaca nemestrina, dado o
comportamento reprodutivo da espécie, embora, recentemente, estes achados tenham sido
questionados (Piganeau, 2004).

Hare e colaboradores (2002), mostraram a auséncia de manutencao de polimorfismos de
mtDNA ancestrais em duas espécies de golfinhos que exibiram polifilia em todos os 5 locos
nucleares estudados, em uma evidéncia direta deste potencial problema ser menos

preocupante quando usamos o mtDNA.
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1.8.3 Inserc¢des nucleares de genes mitocondriais

Em muitas espécies animais, incluindo o homem, foi comprovada a existéncia de
inimeras copias de genes, aparentemente mitocondriais, no niucleo (Bensasson et al., 2001).
Conhecidos como “pseudogenes mitocondriais nucleares” ou “NUMTSs”, estas seqiiéncias
nucleares com similaridade varidvel com suas correspondentes mitocondriais (Woischnik &
Moraes, 2002), representam tanto resquicios de uma inser¢do ocorrida em um passado
distante como colonizagdes de seqiiéncias mitocondriais recentes (Ricchetti ez al., 2004).

Dependendo da espécie, o numero destas inser¢des encontradas no niicleo pode ser
desde muito grande, como ocorre em primatas (Thalmann et al., 2004; Woischnik & Moraes,
2002), até bastante baixo, como acontece com algumas aves (Pereira & Baker, 2004).

Estas seqiliéncias podem ser amplificadas acidentalmente, pela PCR, quando a intengdo
seria amplificar genes mitocondriais. Analisar uma seqiiéncia de uma inser¢do nuclear antiga
pensando tratar-se de uma seqiiéncia mitocondrial pode levar a inferéncias filogenéticas
completamente equivocadas (Sorenson & Quinn, 1998; Thalmann et al., 2004), pois 0 modo
de evolucdo dessas seqiiéncias ¢ distinto. No nucleo, a taxa de mutacao ¢ menor (Brown ef al.,
1979), fazendo com que as NUMTs evoluam mais lentamente que suas correspondentes
mitocondriais. Por outro lado, como as inser¢des nucleares ndo sdo funcionais, elas nao
sofrem as mesmas restrigdes seletivas que as copias mitocondriais (Lopez et al., 1997). Lopez
e colaboradores (1997) mostraram que nesta luta entre mutacao e sele¢do, alguns genes, como
os rRNAs, sujeitos a altas pressdes seletivas na mitocondria, podem divergir mais
rapidamente no nucleo.

Apesar de alguns autores afirmarem que as seqiiéncias mitocondriais estdo mais
propensas a serem amplificadas, pela maior quantidade destas que as nucleares, algumas
NUMTs acabam sendo preferencialmente amplificadas durante a PCR (Thalmann et al.,

2004). Iniciadores conhecidos como “universais”, construidos baseados em estratégias que
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remontam a seqiiéncia ancestral, podem ser particularmente suscetiveis a amplificacdo de
NUMTs (Zhang & Hewitt, 1996; Sorenson & Quinn, 1998). Tem sido sugerido que
iniciadores com alguns sitios degenerados (Sorenson et al., 1999) e amplificagdes iniciais de
fragmentos longos (Sorenson & Quinn, 1998), podem ajudar a amplificar preferencialmente o

DNA mitocondrial.

L9 O estado da arte em diferentes grupos animais

Para uma identificacdo de espécie baseada em seqiiéncias nucleotidicas é necessaria
uma visdo bastante acurada da historia evolutiva e das relagdes filogenéticas dentro do género
e da familia animal que estd sendo investigada, além das proprias seqiiéncias estarem
disponiveis no GenBank. Dentro do objetivo deste trabalho, foram enfatizadas sete familias
de maior importancia para a justica brasileira, sendo seis de mamiferos (Taylor & Dunstone,
1996; Nowak, 1997) e uma de aves (Forshaw, 1989; Beissinger & Snyder, 1992; Sick, 1997).
Para espécies destas familias buscou-se avaliar a utilizagdo forense de seqiiéncias de genes

mitocondriais na identificacdo de espécies.

1.9.1 Ordem Psittaciformes; Familia Psittacidae

Os psitacideos (familia Psittacidae) estdo entre as aves de maior importancia forense. As
aves desta familia, popularmente conhecidas como araras, papagaios, periquitos, caturritas e
maritacas, sao muito visadas pelo comércio ilegal de animais, sobretudo para servirem de
animal de estimagdo, com sérias conseqiiéncias para a sua conservacdo (Thomsen &
Mulliken, 1992). Elas possuem coloridos variados e belos e emitem sons bastante peculiares
(Forshaw, 1989), caracteristica que tem levado a extensa retirada de papagaios do género

Amazona da natureza. As grandes araras, dos géneros Ara, de diversas cores, €
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Anodorhynchus, as araras-azuis, alcangam elevados precos no comércio ilegal. As espécies da
familia Psittacidae que ndo estdo relacionadas no anexo I da CITES encontram-se
relacionadas no anexo II, dado o elevado grau de ameaca que esta familia corre (Beissinger &
Snyder, 1992; CITES, 2001). Existem mais de 100 espécies de psitacideos na América do Sul,
sendo que 73 destas ocorrem no Brasil (Sick, 1997). A filogenia molecular dos psitacideos
que ocorrem no pais vem sendo particularmente estudada pelo grupo coordenado pela
pesquisadora Cristina Miyaki, da Universidade de Sao Paulo.

Os psitacideos podem ser divididos entre os psitacideos do Velho Mundo e os do Novo
Mundo. Os géneros que ocorrem nas Américas — tribo Arini (Collar, 1997) — sdo exclusivos,
assim como os que ocorrem na Africa, Eurasia e Oceania ndo ocorrem no Novo Mundo. Esta
divergéncia entre os dois grupos de psitacideos, primeiramente verificada segundo dados
morfoldgicos, pode ser verificada e datada (ocorreu ha cerca de 76 milhdes de anos, Miyaki et
al., 1998) por meio de seqii€éncias de genes mitocondriais. Entre os psitacideos do Novo
Mundo, uma segunda divergéncia também pode ser claramente verificada: a separa¢do entre
os psitacideos de cauda longa e os de cauda curta (Monton, 1977), ocorrida ha cerca de 50
milhdes de anos, também verificada com o uso de genes mitocondriais (Miyaki, 1996; Miyaki
et al., 1998).

Recentemente, os géneros Aratinga e Amazona, que estdo entre os mais complexos e
com maior nimero de espécies, tiveram sua filogenia investigada usando genes mitocondriais
(Ribas & Miyaki, 2004; Russello & Amato, 2004, respectivamente).

Sete espécies de psitacideos do Novo Mundo foram estudadas no presente trabalho,

cinco das quais ainda nao tinham qualquer seqiiéncia depositada no GenBank.
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1.9.2 Ordem Carnivora; Familia Felidae

Os felideos estdo entre os animais silvestres que mais fascinam os homens e também os
que mais sofrem com isso. Nao bastasse o sério risco que os grandes felinos sofrem com a
destruicao de habitats, em virtude desses carnivoros necessitarem de grandes areas e recursos
para sobreviver e procriar, estas espécies sofrem com a caga ilegal, com o trafico de peles,
trafico de dentes, especialmente os caninos e, em algumas regides, com o trafico de ossos,
supostamente medicinais (Bowles, 1996; Wetton et al., 2004).

Toda a familia Felidae encontra-se no anexo II da CITES, com excecdo das espécies que
estdo no anexo I e do gato doméstico (Felis catus) (CITES, 2001).

A filogenia e evolugdo dos felideos tém sido bastante estudadas com o uso de genes
mitocondriais, particularmente pelo grupo comandado pelo pesquisador Stephen O’Brien,
sendo que atualmente sdo reconhecidas cinco linhagens de felideos (Janczewski et al., 1995,
Masuda et al., 1996, Johnson & O’Brien, 1997).

Apesar de ser um dos grupos animais com a filogenia mais bem conhecida, a seqiiéncia
do gene do citocromo b do jaguarundi (Herpailurus yaguaroundi) e do gato-do-mato-pequeno

(Leopardus tigrinus) eram desconhecidas até o presente trabalho.

1.9.3 Ordem Artiodactyla; Familias Cervidae

Dentro da diversa ordem Artiodactyla encontram-se duas das familias mais visadas
pelos cacadores no Brasil: a familia Cervidae, dos veados, e a familia Tayassuidae, dos
porcos-do-mato.

Os estudos de filogenia molecular conduzidos com a familia Cervidae tém dado énfase
principalmente aos grupos que ndo ocorrem no Brasil (Randi et al., 1998; Ludt ef al., 2004;
Pitra et al., 2004) ou avaliando a filogeografia de determinadas espécies usando a regiao

controle do mtDNA (Moscarella et al, 2003; Randi et al.; 2004). Dentre os cervideos, os seis
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géneros (Blastocerus, Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotocerus e Pudu) que ocorrem
na América do Sul, juntamente com o caribu (género Rangifer), formam a tribo Odocoileini
dentro da subfamilia Odocoileinae (Groves & Grubb, 1987) (apesar de Randi et al., 2004
referirem-se as tribos de Odocoileinaec como subfamilias, a classificagdo de Groves & Grubb
(1987) continua valida; Colin Groves, comunicagao pessoal).

A espécie mais ameagada do grupo no Brasil, o cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus), e uma espécie de um dos géneros com a taxonomia mais controversa (Mazama
gouazoupira) cujas seqiiéncias do gene do citocromo b eram desconhecidas, foram duas das

espécies estudadas.

1.9.4 Ordem Artiodactyla; Familia Tayassuidae (Dicotylidae)

Os tayassuideos, popularmente conhecidos como porcos-do-mato, apesar de ndo
pertencerem a familia Suidae, tradicionalmente sdo divididos em dois géneros (Catagonus e
Tayassu) (Nowak, 1997), sendo que no Brasil ocorrem duas espécies do género Tayassu: o
cateto (Tayassu tajacu) e a queixada (Tayassu pecari). Segundo Grubb & Groves (1993) o
nome correto da familia ¢ Dicotylidae, mas a maioria dos trabalhos consultados refere-se a
este grupo como Tayassuidae.

Um trabalho feito com citocromo b (Theimer & Keim, 1998), no entanto, refor¢a uma
antiga idéia (Wilson & Reeder, 1993) de que o cateto e a queixada pertencem a géneros
diferentes e recomenda a adog¢do do nome Pecari tajacu ao cateto. Apesar de haverem duas
seqiiéncias de cateto no GenBank, nenhuma delas foi obtida de individuo isolado na América

do Sul. A inclusdo do cateto em nosso trabalho levou a resultados inesperados.
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1.9.5 Ordem Xenarthra (Edentata); Familia Myrmecophagidae

A ordem Xenarthra (ou Edentata), possui trés linhagens facilmente distinguiveis, seja
por caracteres morfoloégicos ou moleculares: os tatus, os tamanduds e as preguicas. As trinta
espécies desta ordem que ainda vivem sdo reliquias de uma grande variedade de formas que
viveu no passado da América do Sul (Delsuc et al., 2002). As preguicas (familia
Bradypodidae; géneros Bradypus e Choleopus) e os tamanduds (familia Myrmecophagidae;
géneros Cyclopes, Myrmecophaga ¢ Tamandua) formam a subordem Pilosa e as poucas
espécies deste grupo encontram-se ameagadas de extingdo. A subordem Cingulata, familia
Dasypodidae ¢ composta por 21 espécies de tatus, bastante procurados pela caga ilegal, sendo
o tatu-canastra (Priodontes maximus), a espécie mais ameacada de extincdo. A familia
Dasypodidae pode ser dividida nas subfamilias Dasypodinae (gé€nero Dasypus), Tolypeutinae
(géneros Tolypeutes, Cabassous e Priodontes) e FEuphractinae (géneros Zaedyus,
Chaetophractus e Euphractus) (Delsuc et al., 2003).

Dentro da familia Myrmecophagidae, apenas uma espécie de cada género habita o Brasil
(Cyclopes didactylus, o tamanduai, Myrmecophaga tridactyla, o tamandud-bandeira e
Tamandua tetradactyla, o tamandud-mirim). A Unica seqiiéncia de cytb da familia disponivel
no GenBank ¢ a de tamandua-mirim, cujo DNA mitocondrial inteiro ja foi seqiienciado.

O tamandud-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), uma das espécies mais ameagadas da
fauna brasileira, cuja seqiiéncia do gene citocromo b era desconhecida, foi uma das espécies

estudadas.

1.9.6 Ordem Primates; Subordem Platyrrhini (Primatas do Novo Mundo)
Os primatas sdo bastante capturados da natureza, tanto para serem utilizados em
pesquisa biomédica como para servirem de animal de estimacdo, sendo para este fim mais

apreciados os micos e sagiiis.
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Segundo a classificagdo tradicional (Wilson & Reeder, 1993; Nowak, 1997), duas sdo as
familias de primatas silvestres que habitam as Américas: a familia Cebidae e a familia
Callitrichidae. Juntas, formam a subordem Platyrrhini. Grande parte destes primatas do Novo
Mundo encontra-se ameagada de extingao.

Os estudos filogenéticos mais recentes (Goodman et al., 1998; Schneider, 2000;
Schneider et al., 2001), entretanto, mudaram completamente a classificacdo dos Primatas do
Novo Mundo. Os platirrinos sdo, segundo estes estudos, divididos nas familias Cebidae
(subfamilias Cebinae, Aotinae e Callitrichinae), Pitheciidae (subfamilia Pitheciinae) e
Atelidae (subfamilia Atelinae).

Segundo Rylands e colaboradores (2000), existem 18 géneros (Cebuella, Mico,
Callithrix, Saguinus, Leontopithecus, Callimico, Saimiri, Cebus, Aotus, Callicebus, Pithecia,
Chiropotes, Cacajao, Alouatta, Ateles, Lagothrix, Oreonax e Brachyteles) e 110 espécies de
primatas do Novo Mundo.

Trés das espécies de Cebidae relacionadas na Lista Nacional das Espécies da Fauna
Brasileira Ameacadas de Extingdo pertencem ao género Cebus (C. robustus, C. xanthosternos
e C. kaapori) e ndo dispdem de qualquer seqiiéncia de gene mitocondrial no GenBank. Cebus
xanthosternos (macaco-prego-de-peito-amarelo), adicionalmente, apresenta o problema de sua
classificagdo ainda ser discutida, alguns autores argumentando tratar-se de uma subespécie de
Cebus apella (macaco-prego) (Seuanez et al., 1986). Esta espécie foi, portanto, incluida neste

estudo.

L1.10  Outros usos forenses da identificacido de espécies usando seqiiéncias de genes

mitocondriais

Nao s6 nos crimes contra a fauna a identificagdo de espécies usando seqiiéncias de genes

mitocondriais pode ser util para a Justiga.
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A técnica ja foi utilizada para detectar adulteragcdes fraudulentas em produtos
alimentares como leite de cabra (Bania et al., 2001), queijo (Branciari et al., 2000; Maudet &
Taberlet, 2001), caviar (Birstein et al., 1998) e pescados (Hold et al., 2001). Wang e
colaboradores (2004), utilizaram seqiiéncias de citocromo b para identificar a origem dos
produtos na racdo de cdes e gatos e avaliar o risco da transmissdo de encefalopatia
espongiforme bovina (“sindrome da vaca louca”).

A identificacdo das espécies de larvas e pupas de insetos encontrados em cadaveres para
a determinagdo do intervalo post-mortem normalmente ¢ feita a partir das caracteristicas
morfologicas dos individuos adultos emergidos apos cultivo em laboratério (Catts & Haskell,
1991; Oliveira-Costa, 2003). No entanto, os insetos ainda imaturos, os pupdrios vazios e
fragmentos destes insetos podem ser identificados a partir das seqiiéncias dos genes
mitocondriais (Sperling et al., 1994; Malgorn & Coquoz, 1999; Wells et al., 2001; Harvey et
al., 2003a).

Percebendo que a grande maioria dos estudos de filogenia molecular aplicados a
entomologia forense foram feitos com individuos isolados em outras regides do globo,
acrescentamos a espécie de maior importancia forense no pais (Chrysomya albiceps, uma
espécie de varejeira) em nosso estudo. Deste modo, pretendemos lembrar que, apesar de
focarmos nossas discussdes na identificagdo de aves e mamiferos objetos de crimes contra a

fauna, muitas de nossas observagdes podem ser estendidas para outros fins e outros taxons.
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II OBJETIVOS

II.1  Objetivo geral

Utilizar e avaliar a técnica de identificacdo de espécies baseada em comparagdo de
seqiiéncias de genes mitocondriais para uso na investigacdo de crimes contra a fauna

brasileira.

1.2 Objetivos especificos

Avaliar a eficiéncia da metodologia empregando-a em um caso real de identificacdo de
espécies, vitimas de crime contra a fauna.

Comparar a disponibilidade e a eficiéncia dos genes mitocondriais do citocromo b (cytb)
e da subunidade I da citocromo ¢ oxidase (col), assim como os iniciadores disponiveis na
literatura para investigacao forense.

Avaliar a utilizacdo da analise filogenética na identificacdo de espécies.

Gerar seqiiéncias de cyth de espécies relevantes da fauna brasileira e depositar no
GenBank.

Contextualizar filogeneticamente as seqiiéncias obtidas dentre as disponiveis no
GenBank.

Comparar o uso do blast e da andlise filogenética no direcionamento para obtencdo de
novas amostras, supondo que a espécie nao fosse conhecida.

Estimar e comparar a diversidade nucleotidica do gene mitocondrial selecionado entre
espécies dentro de um género e entre duas populagdes de individuos de uma mesma espécie.

Sugerir procedimentos para a identificagdo de espécies cuja seqiiéncia ndo estd no

GenBank.
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III MATERIAIS E METODOS

1I1.1 Material biolégico de referéncia:

Amostras taxonomicamente identificadas das aves Amazona xanthops (papagaio-
galego), Ara chloroptera (arara-vermelha), Ara glaucogularis (arara-de-garganta-azul), Ara
macau (arara-canga) e Pionus maximiliani (maritaca-verde) e dos mamiferos dos mamiferos
Blastocerus dichotomus (cervo-do-pantanal), Cebus xanthosternos (macaco-prego-de-peito-
amarelo), Herpailurus yagouaroundi (jaguarundi), Leopardus tigrinus (gato-do-mato-
pequeno), Mazama gouazoupira (veado-catingueiro), Myrmecophaga tridactyla (tamandué-
bandeira) e Pecari tajacu (cateto) foram utilizadas como amostras de referéncia. Amostras de
A. glaucogularis foram obtidas no Zoologico do Rio de Janeiro, as amostras de B. dichotomus
e de M. tridactyla foram gentilmente cedidas pela prof'. Dra. Rosane Colevatti e as demais
amostras foram obtidas no Zooldgico de Brasilia. As amostras biologicas foram derivadas de
diferentes tecidos: sangue armazenado em etanol absoluto (4. glaucogularis), penas (A.
macao), esfregaco de células do epitélio oral (C. apella e H. yagouaroundi), DNA extraido de
sangue periférico (B. dichotomus e M. tridactyla) e sangue periférico em papel FTA (demais
espécies).

Apenas uma amostra de cada espécie foi obtida no Zooldgico de Brasilia e no Zooldégico
do Rio de Janeiro e a suposta origem geografica dos animais foi considerada, apenas de forma
ampla, como sendo o Brasil. No entanto, da espécie M. tridactyla foram analisados 48
individuos, sendo 28 originarios do Parque Nacional das Emas, GO, e 20 do Parque Nacional
da Serra da Canastra, MG, e da espécie B. dichotomus, foram analisados 2 individuos
originarios de Porto Primavera, SP.

Sindnimos taxondmicos foram encontrados na literatura para algumas das espécies

estudadas, entre eles os seguintes: Salvatoria xanthops (Amazona xanthops), Ara chloropterus
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(Ara chloroptera), Tayassu tajacu (Pecari tajacu), Cebus apella xanthosternos (Cebus
xanthosternos).

Tabela III.1. Relagdo de amostras referéncia oriundas de animais taxonomicamente
identificados em base morfoldgica e os respectivos materiais bioldgicos utilizados. “FTA”

representa o papel FTA” (Whatman). As letras ap6s a barra indicam a origem do material

biologico: BSB-Zoologico de Brasilia; RJ-Zoolégico do Rio de Janeiro; PP-Porto
Primavera/SP; PNE-Parque Nacional das Emas/GO e SC-Parque Nacional da Serra da
Canastra/MG.
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1I1.2  Material biolégico questionado na investigacdo forense:

Foram obtidas amostras de embrides de 58 ovos de espécie desconhecida de ave. Os
ovos investigados foram apreendidos pelo Departamento de Policia Federal em Recife/PE. Os
ovos foram congelados e enviados a Brasilia apds a constatacdo da morte dos embrides. Apds

0s ovos serem abertos, os embrides foram fracionados e as fragdes armazenadas em etanol

absoluto a - 20°C.

Figuras I11.1 e IIL.2. Fotografias do traficante de animais preso pela Policia Federal em
Recife, evidenciando a forma como os ovos estavam sendo transportados no momento

da prisao.
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Figura II1.3. Fotografia da remessa de 58 ovos apreendidos pela Policia

Federal em Recife e recebidos congelados em Brasilia.

1I1.3  Segqiiéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank:

As seqiiéncias nucleotidicas dos genes citocromo b e subunidade I da citocromo ¢
oxidase disponiveis no GenBank (Benson et al., 2000), utilizadas para comparacdo e analises
filogenéticas, foram obtidas com auxilio da ferramenta de busca Entrez nucleotide.
Seqiiéncias de grupos taxonomicos definidos foram obtidas com auxilio da ferramenta

taxonomy, ambas acessiveis no endereco www.ncbi.nih.gov (Wheeler et al., 2000).

IIl.4 Extracdo de DNA:

Para extragdo de DNA das amostras referéncia e questionadas foi utilizado o método
descrito por Miillenbach (1989). Este método, além da precipitacdo com sal, possui uma etapa
de extracdo organica, mas ndo utiliza fenol, evitando a exposicdo a este composto. Os tecidos
embrionarios dos ovos e as penas de 4. macao foram submetidos a uma maceragdo prévia

com nitrogénio liquido.
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Brevemente, o protocolo consiste em uma digestdo do macerado em tampao SE (NaCl
75 mM, EDTA 25 mM, pH 8,0) com SDS 1%, a 55°C. Depois da digestdo, adiciona-se uma
solugdo saturada de NaCl (6 M), pré-aquecida, até uma concentracao de 1,5 M, seguida de
uma leve mistura. As proteinas sdo extraidas adicionando-se 1 volume de cloroféormio e
misturando por 30 a 60 min com uma rotagdo suave. A separagcdo das fases ¢ feita com uma
centrifugacdo a 2000 r.p.m. em uma centrifuga de mesa. O sobrenadante ¢ transferido para um
tubo novo, estéril, e precipitado com a adicdo de 1 volume de isopropanol a temperatura
ambiente e com uma leve agita¢do. O precipitado ¢ lavado com etanol 70 % e ressuspenso em
TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5).

O DNA extraido foi verificado quanto a qualidade e quantidade com uma eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, visualizado em um transluminador UV,
comparando-se as amostras de DNA extraidas com padrdes de quantidades conhecidas de

DNA do fago lambda.

1I1.5 Amplificacdo:

As amplificagdes de fragmentos de DNA dos genes mitocondriais citocromo b (cyth) e
da subunidade I da citocromo ¢ oxidase (col) foram realizadas pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — Saiki et al., 1985), utilizando diferentes conjuntos de oligonucleotideos

iniciadores (Tabela I11.2 e Figura I11.4).
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Tabela II1.2: Pares de iniciadores de PCR avaliados e utilizados para amplificacdo de trechos

dos genes mitocondriais citocromo b (cytb) e da subunidade I da citocromo c oxidase (col).

Gene Nome Seqiiéncia do iniciador Referéncia
Cytb cytbF 5 CCATCCAACATCTCCGCATGATGAAA Branicki et al, 2003
cytbR 5’ CCCCTCAGAATGATATTTGGCCTCA
L14724 5" CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG Kocher et al, 1989
H15149 5’ AAACTGCAGCCCCTCAGAATGAATATTTGICCTCA
Mcb398 5" TACCATGAGGACAAATATCATTCTG Verma & Singh, 2003
Mcb869 5 CCTCCTAGITTGI TAGGGATTGATCG
Col | LCO1490 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1994
HCO2198 5’ TAAACTTCAGGGT GACCAAAAAATCA

658 pb
Folmer et al., 1994

Palumbi ez al., 1991

esipp  MEDNA

Branicki ez al., 2003
Kocher et al., 1989
Verma & Singh, 2003

Figura II1.4. Representacdo esquematica da posicdo dos iniciadores de PCR utilizados para

amplificacdo dos genes mitocondriais. A posi¢do zero, localizada na regido controladora,

encontra-se na extremidade superior do circulo.
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As condi¢gdes de amplificacdo seguiram as indicagdes de Branicki e colaboradores
(2003). Foram utilizados 1,25 U de Taq DNA polimerase (Phoneutria), 200 uM de dNTP, 3,1
MM de cada iniciador, 2,5 pL de tampao de PCR 10 X concentrado com uma concentragao
final de 1,5 mM de MgCl,. Nas amplifica¢des utilizando os iniciadores descritos por Folmer e
colaboradores (1994), foi adicionado MgCl, para uma concentracdo final de 2 mM (Arnheim
& Erlich, 1992).

As ciclagens de temperatura seguiram as recomendag¢des do mesmo autor, consistindo
em 2 min a 94°C, 34 ciclos de 20 s a 94°C, 30 s a 51°C e 40 s a 72°C, 10 min a 72°C. Foram
testados, ainda, os programas de termociclagem descritos por Hebert e colaboradores (2003),
Verma & Singh (2003) e Hsieh e colaboradores (2001). Estes ultimos mostraram-se
igualmente eficientes, porém mais demorados, sendo abandonados. As ciclagens de
temperatura foram realizadas em termociclador 9700 (Applied Biosystems).

O produto da reagdo de PCR foi verificado em eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo e visualizado em um transluminador UV e a quantidade de

produto estimada visualmente pela compara¢do com quantidades conhecidas de DNA do fago

lambda.

1I1.6 Purificacdo do produto da PCR:

Antes da reacdo de seqiienciamento os produtos da reagdo em cadeia da polimerase
foram purificados com as enzimas exonuclease I (exo I) e fosfatase alcalina de camarao (sAP)
(Werle et al., 1994). A enzima exo I digere o excesso de oligonucleotideos iniciadores da
PCR, enquanto a sAP defosforila o excesso de dNTPs. Cinco unidades de sAP e 2 unidades
de exo I foram adicionados a 7 PL de produto da reacdo de PCR, homogeneizados e

incubados a 37°C por 40 min, seguido de uma inativa¢ao das enzimas a 80°C por 15 min.
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I11.7 Seqiienciamento:

A reagdo de seqiienciamento foi realizada pelo método de terminacao de cadeia (Sanger,
1988) utilizando dideoxinucleotideos trifosfatados marcados com fluor6éforos em formulagdes
comerciais. Na primeira etapa do trabalho, foi utilizado o kit Big Dye v 3.1 (Applied
Biosystems) e a eletroforese e a leitura da fluorescéncia realizadas em um analisador genético
ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). Na segunda etapa, foram utilizados o kit Dynamic

ET (Amersham Biosciences) e o seqiienciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems).

1I1.8 Controle de qualidade das seqiiéncias obtidas:

Todas as seqiiéncias obtidas tiveram sua qualidade avaliada com o programa Phred
(Ewing et al., 1998; Ewing & Green, 1998). Apenas as seqiiéncias com qualidade phred

superior a 20 foram utilizadas nas andlises subsequentes.

1I1.9 Comparacdo com as seqiiéncias disponiveis no GenBank:

As seqiiéncias obtidas foram confrontadas com as disponiveis no GenBank utilizando a
interface virtual do programa blast (Altschul et al, 1990) disponivel no endereco

www.ncbi.nih.gov/blast.

1I1.10 Alinhamento e edi¢do das seqiiéncias:

Os alinhamentos das seqiiéncias nucleotidicas utilizadas neste trabalho foram feitos com
a interface virtual do programa ClustalW (Thompson et al., 1994) disponivel no endereco
www.ebi.ac.uk/clustalw. As visualizagdes e edigdes dos alinhamentos foram realizadas

utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999).
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1I1.11 Similaridade entre as seqiiéncias:

A similaridade entre as seqiiéncias, representada em percentagem (%), corresponde ao
numero de posi¢des nucleotidicas idénticas dividido pelo total de posigdes comparadas,

multiplicado por 100. Trata-se do inverso da distancia-p, multiplicado por 100.

1I1.12 Analises filogenéticas:

As andlises filogenéticas (Nei & Kumar, 2000) foram conduzidas com o programa Mega
2 (Kumar et al., 2001). Foram utilizados os métodos de construcdo de arvores filogenéticas
baseados em distdncias UPGMA, Agrupamento de Vizinhos (NJ — Saitou & Nei, 1987) e
Evolu¢ao Minima (ME) com os modelos de substitui¢do nucleotidica distancia-p e Kimura-2-
parametros (K2P - Kimura, 1980) e o método de Maxima Parcimonia. Em geral, foram
utilizadas tanto as transversdes quanto as transi¢des, mas as analises em que foram utilizadas
apenas transversoes estdo identificadas na legenda das arvores filogenéticas. Os testes de
confianga das topologias filogenéticas encontradas foram realizados com a andlise de

bootstrap (Felsenstein, 1985).
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IV  RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Anadlise comparativa da abunddncia e similaridade interespecifica de sequéncias de

citocromo b e citocromo oxidase I no GenBank

A primeira comparagdo feita entre os genes mitocondriais do citocromo b (cyth) e da
subunidade I da citocromo c oxidase (col) realizada foi a verificagcdo da presenga da seqiiéncia
destes genes no GenBank. A busca foi feita no tdxon de maior interesse forense, Amniota,
vertebrados conhecidos como répteis, aves e mamiferos. O taxon foi dividido em dois para
verificar se havia alguma influéncia maior de algum dos dois subgrupos: Mammalia, os

mamiferos e Sauropsida, aves e répteis (Tabela IV.1).

Tabela I'V.1: Nimero de seqiiéncias de cytb e col depositadas no GenBank até 01/10/2004.

Grupo cyth col
Amniota 28863 7314
Mammalia 15308 4402
Sauropsida 13555 2912

Verificou-se que o nimero de seqliéncias de citocromo b no GenBank ¢
substancialmente maior que de col, tanto em Mammalia quanto em Sauropsida. Levando em
considerag¢do apenas este critério, a andlise do gene cytbh ¢ mais util do que a andalise do gene
col na identificagdo de espécies, pois hda uma maior probabilidade, cerca de quatro vezes
maior, de a seqiiéncia de uma espécie de Amniota qualquer a ser determinada ja estar
disponivel no GenBank.

A vantagem a priori do uso do cyth em relagdo ao col na investigacdo forense poderia

ser suplantada caso o gene col tivesse um poder substancialmente maior de discriminar
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espécies proximas. Para testar a hipotese nula dos genes col e cyth serem igualmente
eficientes na distingdo entre espécies proximas, foi estimada a similaridade entre seqiiéncias
destes genes entre espécies do mesmo género. Para minimizar o risco de utilizar seqiiéncias de
pseudogenes mitocondriais nucleares (NUMTs) nesta andlise, foram selecionados apenas
espécies com genoma mitocondrial completo disponivel.

Uma busca de todos os géneros de Amniota com mais de uma espécie com a seqiiéncia
do genoma mitocondrial completo resultou em 15 géneros, sendo 1 de répteis, 4 de aves e 10

de mamiferos (Tabela IV.2)

Tabela IV.2. Similaridade (%) entre seqiiéncias de cytb e col entre espécies do mesmo género.

Nos géneros com mais de duas espécies com mtDNA completo optou-se pelas espécies mais

proximas. Analise realizada com base no GenBank atualizado até o dia 01.10.04.
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Um teste t pareado ndo encontrou diferenca significativa na similaridade média entre
seqiiéncias de diferentes espécies do mesmo género entre os dois genes. Nao foi possivel
rejeitar a hipdtese nula dos genes col e cythb serem igualmente eficientes na distingdo entre
espécies proximas. Esta andlise, entretanto, ndo testou a afirmagdo de Hebert e colaboradores
(2003), de que o gene col seria capaz de reproduzir filogenias mais profundas que o gene
cytb. Esta caracteristica, apesar de util, ndo ¢ fundamental na identificagdo forense de
espécies, onde o principal desafio ¢ distinguir espécies de mesmo género ou géneros
préoximos. Além disso, tanto o col como o cytb podem ser classificados na categoria de genes
mitocondriais que codificam proteinas de menor poder na reconstrucdo de filogenias antigas,

sendo outros genes mais indicados para este fim (Zardoya & Meyer, 1996).

1V.2  Diversidade intra-especifica de citocromo b a partir de seqiiéncias do GenBank

Com base na estimativa da similaridade média de seqiiéncias de citocromo b entre
espécies do mesmo género ser aproximadamente de 93 % (Tabela 1V.2), a identificacdo de
espécies usando este gene soO seria util caso a similaridade dentro de uma mesma espécie fosse
maior que isso.

Foram selecionadas, entdo, as espécies de Amniota representadas no GenBank com pelo
menos 15 seqiiéncias completas de cytb. Foram encontradas 6 espécies preenchendo esses
requisitos, sendo 5 de mamiferos e 1 de aves. Uma andlise de similaridade foi realizada

(Tabela IV.3).
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Tabela IV.3. Similaridade (%) entre seqiiéncias de citocromo b entre individuos da mesma

espécie Analise realizada com base no GenBank atualizado até o dia 01.10.04.

Espécie N? individuos Meédia Minima
Anser cygnoides (ganso) 15 99,99 99,91
Homo sapiens (homem) 202 99,68 98,94
Sus scrofa (porco) 20 99,05 97,63
Microtus oeconomus (roedor) 49 98,31 96,48
Cervus elaphus (cervideo) 15 96,72 94,30
(99,43)* (98,16)*
Tragulus javanicus (tragulo) 20 94,67 91,40

(*) Similaridade dentro de subespécies (Ludt et al., 2004).

Conforme esperado, devido a propria natureza da categoria “espécie” (Dobzhansky,
1937), a similaridade dentro de uma mesma espécie ¢ maior do que aquela entre espécies do
mesmo género. Apenas duas das espécies selecionadas apresentam similaridade média entre
individuos menor que 98%. Segundo Ludt e colaboradores (2004), uma destas espécies,
Cervus elaphus, um cervideo, possui diversas subespécies. Quando as seqiiéncias sdo
agrupadas de acordo com as subespécies propostas, a similaridade média de cytb dentro de
cada subespécie sobe para 99,43%. De fato, uma andlise ainda mais recente feita por Pitra e
colaboradores (2004), adicionando seqiiéncias de mais espécies aos dados de Ludt et al
(2004), conclui que Cervus elaphus nao ¢ um grupo monofilético e propde a divisdo deste
grupo em pelo menos trés espécies. Em relagdo as seqiiéncias de cytb do artiodactilo Tragulus
Jjavanicus (trdgulo-malaio), ndo foram encontradas maiores informagdes. As seqiiéncias
disponiveis foram submetidas ao GenBank sem estarem vinculadas a uma publicagdo.
Meijaard e Groves (2004), no entanto, reconhecem que a taxonomia de Tragulus é complexa
e apos uma analise morfométrica de 338 cranios do género concluem que Tragulus javanicus

trata-se, na verdade, de um grupo de trés espécies, provisoriamente divididas em 16
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subespécies. Desta forma, a grande variagdo encontrada entre as seqiiéncias de Tragulus pode
ser explicada pelo fato de ndo serem de uma Unica espécie e pela complexa historia natural do
grupo, envolvendo uma grande radiacdo evolutiva a cerca de 11,5 milhdes de anos,
alcancando cerca de 57 espécies (Barry ef al., 1991), e a distribuicdo geografica descontinua
por diversas ilhas e peninsulas do sul e sudeste asiaticos.

Considerando-se, entdo, as subespécies de Cervus elaphus como espécies e excluindo-se
o género Tragulus, foi estimada uma similaridade média de 99,3% entre individuos de uma
mesma espécie.

O fato de duas das seis “espécies” selecionadas apresentarem incertezas taxondmicas e
uma alta variacdo nas seqiiéncias de cyth pode dar a falsa impressdo de a identificagdo
molecular ser falha para cerca de um terco das espécies. Na verdade, a interpretagdo mais
plausivel seria justamente o oposto. A analise realizada confirmou que o polimorfismo de
seqiiéncias de citocromo b dentro de uma mesma espécie ¢ tdo reduzido que simplesmente
impossibilita a detec¢do de diferencas entre individuos (vide o item sobre a andlise de
variagdo entre individuos de tamandui-bandeira). E justamente nas espécies que fogem a
regra e com incertezas taxondmicas que o citocromo b ¢ mais util para encontrar variagao
entre individuos. O roedor da tundra, Microtus oeconomus, por exemplo, mantido na nossa
andlise, certamente s6 foi estudado com este marcador (Galbreath & Cook, 2004) por causa
da sua historia evolutiva peculiar, onde as populagdes da América e da Asia ficaram isoladas
apos o término da ultima glaciagdo, e consequente divergéncia entre linhagens mitocondriais
(a similaridade média entre os isolados de um mesmo continente sobe para 99,6% na Russia e
99,3% na América do Norte). E por isso, entdo, que as seqiiéncias depositadas no GenBank
identificadas como pertencendo as espécies Tragulus javanicus e Cervus elaphus, mesmo
representando um ter¢o das selecionadas, podem ser consideradas exceg¢des no quadro

existente da diversidade de Amniota como um todo.
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A similaridade média de seqiiéncias de cytb entre individuos dentro de uma espécie
superior a similaridade entre espécies de um mesmo género, reflete o padrao evolutivo das
linhagens de mtDNA (Avise et al., 1987) e configura a coesdo do tdxon “espécie”, sendo o
fluxo génico maior dentro do que entre espécies (Dobzhansky, 1939; Takahata & Slatkin,
1984). Os resultados encontrados nas andlises descritas confirmam a utilidade geral deste tipo
de marcador na identificagdo de espécies, mas ao mesmo tempo evidenciam uma grande
heterogeneidade na efici€éncia desta andlise de acordo com o grupo analisado. Com base neste
resultado foi realizada e descrita mais a frente, uma investigagdo mais detalhada da aplicagao
dos genes mitocondriais estudados em alguns grupos da fauna brasileira de maior importancia

do ponto de vista de combate a crimes contra a fauna.

IV.3 Obtencdio das Amostras e Extracdo do DNA

A origem e a natureza das amostras biologicas obtidas estdo relacionadas no item 3.1.
Os contatos mantidos com outras instituigdes, como o RENCTAS, a PROCARNIVOROS, o
Museu Paraense Emilio Goeldi e o IBAMA, ndo resultaram na obtengdo de amostras.

DNA amplificavel pdde ser extraido dos tecidos amostrados com um Unico método de
extracdo, que ndo usa fenol, substancia mais toxica utilizada na extragdo organica
convencional (Sambrook et al., 1989), nem utiliza reagentes ou colunas demasiadamente
caros (Miillenbach et al., 1989). Os tecidos biologicos a partir dos quais o DNA foi extraido
com sucesso foram: tecidos embrionarios diversos, sangue em papel FTA, sangue coagulado
em etanol absoluto, extremidade basal de penas e células de epitélio oral em etanol absoluto.
Na maior parte das extragdes o DNA encontrava-se fragmentado e misturado com RNA, o

que ndo representou empecilho para as amplificagcdes subseqiientes.
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V.4  Amplificacio dos trechos de cytb e col via PCR

Foi possivel amplificar os segmentos desejados de todas as espécies avaliadas e com
todos os pares de iniciadores testados. Além do uso dos iniciadores nos pares previamente
determinados, foi possivel amplificar fragmentos do citocromo b com a combinagdo dos

iniciadores L14724 com mcb869, cytbF com H15149 e 114724 com cytbR.

1V.5 Qualidade das seqiiéncias obtidas

A maior parte das seqiiéncias obtidas apresentou qualidade phred superior a 20,
sobretudo quando o segmento a ser seqiienciado era menor do que 400 pb. No ambito deste
trabalho, foram obtidas cerca de 100 seqiiéncias de DNA mitocondrial de 14 espécies
diferentes. Nenhuma das seqiiencias obtidas tinha cddons mitocondriais de parada ou
substituigdes de aminoacidos improvaveis, ndo havendo qualquer evidéncia de se tratarem de

inser¢oes nucleares (NUMTS).

1V.6 Desempenho da andlise de mtDNA na identificacio de espécies de interesse forense

da fauna brasileira: simulacoes com seqiiencias de mamiferos

1V.6.1 Blastocerus dichotomus (cervo-do-pantanal)

Apesar dos estudos sobre a historia evolutiva da familia Cervidae serem realizados ha
séculos e o conhecimento da filogenia do grupo ter aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, (Randi et al., 1998; Ludt et al., 2004; Pitra et al., 2004), o conhecimento sobre a
filogenia dos cervideos que habitam a América do Sul (tribo Odocoileini) ¢ escasso (Groves
& Grubb, 1987). Ainda ndo havia sido disponibilizada qualquer seqiiéncia de Blastocerus
dichotomus (cervo-do-pantanal), a espécie brasileira mais ameagada da familia e uma das

maiores vitimas da caca ilegal, no GenBank.
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Foram obtidas, entdo, uma seqiiéncia de 321 pb de um fragmento interno do cytb
(Kocher et al., 1989) que foi depositada no GenBank sob o codigo AY886748 e uma
seqiiéncia de 350 pb de um fragmento interno da regido 3’ do cytb (Verma & Singh, 2003)
que foi depositada no GenBank sob o cddigo AY886749.

Para nossa surpresa, a comparacdo com as seqiiéncias disponiveis no GenBank revelou a
presenca de uma seqiiéncia de cytb de B. dichotomus. A seqiiéncia (gi:51702292) foi
depositada em novembro de 2004, durante a etapa final desta dissertagdo. Se por um lado a
antecipacdo de depdsito por outro grupo de pesquisa tirou o ineditismo de seqiiéncia gerada
neste trabalho, por outro foi bom perceber que as seqiiéncias de cytb dos cervideos estdo
sendo mais estudadas e que o conhecimento a respeito da filogenia do grupo esta aumentando.

A seqiiéncia da por¢do 5’ do gene foi exatamente igual aquela disponivel no GenBank.
A seqiiéncia gerada de 350 pb da por¢do 3’ do gene, entretanto, apresentou 7 diferencas em
relacdo a seqiiéncia depositada. Pelo menos duas dessas diferencas (C529G e A545C), no
entanto, parecem ser erros de seqilenciamento na seqiiéncia depositada por Pitra e
colaboradores (2004). Tratam-se de transversdes ndo-sindnimas, rarissimas entre espécies
proximas (ainda mais entre individuos da mesma espécie), codificando aminoéacidos nao
encontradas em nenhum outro cervideo naquelas posi¢des. Todas as seqiiéncias de cervideos
obtidas até hoje, incluindo aquelas geradas neste trabalho, e com exce¢do da gi:51702292,
apresentam um C na posi¢do 529 e um A na posicdo 545, assim como 180 mamiferos, das
mais diferentes familias, aleatoriamente selecionados no GenBank. O A da posi¢cdo 545, além
de ser conservado em todos os mamiferos analisados, ainda ¢é totalmente invariavel em aves,
crocodilianos e nas tartarugas (ndo esquecendo que nestes 3 grupos a posi¢cao homoéloga a 545
do cytb de mamiferos ¢ a 548, pois 0 ATG de inicio da tradugdo encontra-se 3 pb a montante).

Pitra e colaboradores (2004), apesar de afirmarem utilizar protocolos de “DNA antigo”

(ancient DNA) para evitar o risco de contaminagdes, ndo relatam o uso de qualquer controle
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de qualidade de seqiiéncia (ex. analise com o programa Phred), de modo que as discrepancias
encontradas na seqiiéncia depositada sob o céddigo gi:51702292 muito provavelmente
correspondem a erros de seqiienciamento. Esta observagdo refor¢a a necessidade de sempre
avaliar os procedimentos adotados para avaliagdo da qualidade de uma seqiiéncia depositada
em um banco de dados, particularmente em casos envolvendo investigacdo forense (Yao et

al., 2004), antes de proceder com comparacdes e declaracdes de identidade de espécies.

Figura IV.1. Blastocerus dichotomus, o cervo-do-pantanal. Espécie que, apesar de ameacada

de extingdo, ¢ freqliente vitima da caca ilegal no pais.

1V.6.2 Cebus xanthosternos (macaco-prego-de-peito-amarelo)

Foi obtida uma seqiiéncia de 399 pb de um fragmento interno do cyth (Kocher et al.,
1989) que foi depositada no GenBank sob o cddigo AY886750.

Apesar de haver uma seqiiéncia de Cebus apella de 301 pb do cyth no GenBank, a
seqiiéncia obtida, quando comparada as demais disponiveis no banco de dados por meio do
blast, resulta como seqiiéncia mais similar uma seqiiéncia do DNA mitocondrial completo de

Cebus albifrons (gi:13940255). No entanto, a similaridade percentual (inverso da distancia p)
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entre C. xanthosternos e C. apella (95%) ¢ maior que aquela entre a obtida e C. albifrons
(91%).

Isto ocorreu pelo fato de a seqiiéncia obtida ser maior que a seqiiéncia de Cebus apella
disponivel (gi: 1146319) e o algoritimo do blast valorizar alinhamentos mais longos (Altschul
et al., 1990).

A seqiiéncia de cytb de Cebus xanthosternos obtida, além de contribuir para um maior
entendimento da filogenia de Cebidae, mais particularmente do género Cebus, tem
importantes implicacdes para a identificacdo forense de espécies, uma vez que esta espécie
encontra-se ameagada de extingao.

Segundo Hill (1960, p. 405-406):

“A classificagdo das numerosas formas do presente género [Cebus] é um dos
mais vexatorios problemas na taxonomia dos primatas e tem sido assim desde
o inicio. O fato foi comentado por cada estudioso do grupo, incluindo
particularmente F. Cuvier (1819-24), I Geoffroy Saint-Hilaire (1851),
Burmeister (1854), Gray (1870) e Cabrera (1917). A principal causa da
confusdo é indubitavelmente a propensdo dos macacos Cebus a variagdo
individual, mais particularmente em cartas populagoes. Esta é tanta que
dificilmente dois individuos sdo parecidos. Algumas das varia¢oes devem-se a
mudangas da idade; algumas sdo diferencas sexuais; algumas podem ser
devido a hibridizacoes entre populagoes adjacentes, mas a grande maioria sdo
puramente individuais e aparecem em membros da mesma linhagem criados

1

em condi¢coes ambientais idénticas...’

Segundo Rylands e colaboradores (2000), as lamentagdes de Hill (1960) sdo tao validas
hoje quanto eram ha 30 anos.

Rylands e colaboradores (2000), dividem o género em trés espécies sem tufos na cabeca
(C. albifrons, C. capucinus e C. olivaceus) e quatro espécies com tufos na cabega (C. apella,

C. libidinosus, C. nigritus e C. xanthosternos).



M Alouattinae, Aotinae, Atelinae e Callicebidae

gi|33286714|Chiropotes israeli
gi|33286712|Chiropotes israeli

gi|33286706|Chiropotes utahick
gi|33286704|Chiropotes utahick
gi|33286710|Chiropotes israeli

gi|33286708|Chiropotes israeli

gi|33286702|Cacajao melanoceph

gi|30466101|Cacajao melanoceph

gi|33286700|Pithecia irrorata
gi|14010679|Cebus albifrons
gi|13940255|Cebus albifrons

—
0.02

Figura IV.2. Arvore filogenética de seqiiéncias de cytb de todos os cebideos disponiveis no

gi|1374749|Saimiri sciureus
gi|33086366||Saimiri boliviens
gi|21953336|Saimiri boliviensi
gi|21953338|Saimiri boliviensi
gi|33086360|Saimiri boliviensi
gi|33086362|Saimiri boliviensi
gi|33086364|Saimiri boliviensi
gi|1117867|Saimiri sciureus
gi|33086368|Saimiri boliviensi
gi|33086378|Saimiri sciureus
gi|33086376|Saimiri sciureus

gi|33086386|Saimiri sciureus

gi|33086380|Saimiri sciureus

gi|33086388|Saimiri sciureus
gi|33086384|Saimiri sciureus
gi|33086382|Saimiri sciureus
gi|33086374|Saimiri sciureus
gi|33086372|Saimiri sciureus
gi|33086370|Saimiri sciureus

gi|27446906|Cebus capucinus

_|:Cebus xanthosternos
gi|1146319|Cebus apella

Pitheciinae

Cebinae
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GenBank. Arvore construida com o programa Mega2 por meio do método de NJ usando a

distancia p, a partir de um alinhamento de 307 pb de seqiiéncias de cyth. Os nimeros apds o

“gi” representam os codigos de acesso das seqiiéncias no GenBank. A seqliéncia de Cebus

xanthosternos, em negrito, foi obtida neste trabalho.
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Os resultados deste trabalho sdo concordantes com os dados dos cariotipos de Cebus,
que mostram uma clara diferenca entre um par de cromossomos de C. apella e C.
xanthosternos (Seuanez et al., 1986) e que, segundo Rylands e colaboradores (2000), apoiam
a classificacdo de C. xanthosternos como uma espécie diferente de C. apella.

A Ttnica seqiiéncia de C. xanthosternos disponivel no GenBank até o presente trabalho
era uma seqiiéncia do gene SRY, localizado no cromossomo Y, depositada por Moreira
(2002). Apesar de Moreira (2002) considerar C. xanthosternos uma subespécie de C. apella, a
divergéncia de seqiiéncia entre estas duas formas ¢ similar aquela apresentada entre as duas
espécies distintas de Leontopithecus (L. rosalia e L. chrysomelas) e de Callithrix (C. jacchus e
C. pygmaea) estudadas. O agrupamento, em dois grupos distintos e aparentemente
monofiléticos, dos Cebus com e sem tufos na cabeca, observado por Moreira (2002), também
foi observado neste trabalho. Os resultados coincidentes da nossa andlise com a andlise de
Moreira (2002), sdo ainda mais convincentes pela natureza completamente distinta de
transmissao dos marcadores utilizados, sendo o mtDNA de heranca materna ¢ o SRY de

heranca paterna.

Figura IV.3. Cebus xanthosternos, o macaco-prego-de-peito-amarelo. Espécie de primata do

Novo Mundo ameacada de extingao.
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Pelo fato de Cebus xanthosternos ter sua condi¢do de espécie bastante questionada, sua
distingdo em relacdo a C. apella por meio de genes mitocondriais era uma incognita completa.
A condicdo de C. xanthosternos como espécie criticamente ameagada de extingdo (Rylands et
al., 2003), entretanto, torna a distingdo entre as duas formas fundamental para a justica. Os
resultados deste trabalho indicam que as seqiiéncias de genes mitocondriais podem ser Uteis
para a disting@o entre essas duas formas.

Apesar de a seqiiéncia obtida ser um avango para a distingdo entre as diferentes formas
do género Cebus, Rylands e colaboradores (2000) indicam cerca de 33 formas no grupo, de
modo que os estudos de filogenia molecular dentro do género estdo apenas comecando.

Enquanto os diversos trabalhos realizados com os primatas do Novo Mundo, utilizando
diferentes abordagens, esclareceram muito bem a relagdo filogenética entre os géneros, muitas

relagdes intragenéricas ainda precisam ser elucidadas (Seudnez et al., 2005).

1V.6.3 Herpailurus yaguaroundi (jaguarundi)

Foi obtida uma seqiiéncia de 307 pb de um fragmento interno do cytb (Branicki et al.,
2003) que foi depositada no GenBank sob o coddigo AY886751.

A seqiiéncia mais similar com a obtida encontrada no GenBank foi a de Lynx pardinus,
uma espécie de lince (gi:20160340, 90% de similaridade), apesar de a espécie-irma do
jaguarundi ser o Puma concolor (puma ou onga-parda; Johnson & O’Brien, 1997).

Apesar de a familia dos felideos ser uma das mais bem estudadas do ponto de vista
filogenético (Janczewski et al., 1995, Masuda et al., 1996, Johnson & O’Brien, 1997), a
seqiiéncia de cytb de Herpailurus yaguaroundi (jaguarundi) ndo havia sido previamente
obtida.

Segundo Johnson e O’Brien (1997), utilizando seqiiéncias de outros genes

mitocondriais, a espécie irma do jaguarundi € o puma (Puma concolor).
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Para avaliar o poder de discriminagdo entre estas duas espécies com base no fragmento
de 307 pb do cytbh (Branicki et al., 2003) obtido, assim como a capacidade de reconstruir a
filogenia do grupo a partir deste, foi realizada uma analise filogenética destas espécie com
suas espécies proximas.

A éarvore filogenética obtida (Figura IV.4) permitiu distinguir claramente as duas
espécies, a0 mesmo tempo que as agrupou.

A seqliéncia mais similar com a obtida (Lynx pardinus; 90%) foi corretamente agrupada

com as demais espécies de lince em um grupo distinto do agrupamento jaguarundi/puma.

— gi|16905467|Lynx lynx

— gi|34500358|Lynx canadensis

gi|]20160340|Lynx pardinus

gi[21779926|Puma concolor

( Herpailurus yagouaroundi

| gi|38373498|Acinonyx jubatus
gi[2575782|Felis catus

e |
0.01

Figura IV.4. Arvore filogenética de seqiiéncias de cyrb do “grupo do puma”, juntamente com
o “grupo do lince” e com o gato doméstico. Arvore construida com o programa Mega2 por
meio do método de NJ usando a distancia p, a partir de um alinhamento de 307 pb de
seqiiéncias de cytb. Os nimeros apds o “gi” representam os codigos de acesso das seqii€ncias

no GenBank.
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Figura IV.5. Herpailurus yagouaroundi, o jaguarundi.

1V.6.4 Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno)

Foi obtida uma seqiiéncia de 300 pb de um fragmento interno do cytb (Branicki et al.,
2003) que foi depositada no GenBank sob o codigo AY886752.

A seqiiéncia mais similar com a obtida encontrada no GenBank foi a de Lynx pardinus,
uma espécie de lince (gi:20160342, 92% de similaridade), apesar de haver uma seqiiéncia cytb
de Leopardus pardalis, a jaguatirica, do mesmo género do gato-do-mato-pequeno. Uma das
explicacdes seria o fato de a seqiiéncia da jaguatirica ter apenas 102 pb. No entanto, o género
ndo ¢ o melhor meio de verificar a espécie mais proxima do gato-do-mato-pequeno. Os dados
moleculares indicam que esta espécie € mais intimamente relacionada as espécies do género
Oncifelis do que as de seu proprio género (Johnson et al, 1999). Segundo estes dados,
Leopardus tigrinus forma um grupo monofilético com Lynchailurus colocolo (gato-palheiro),

Oncifelis geoffroyi (gato-do-mato) e Oncifelis guigna.
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Logo, em uma das familias animais com a filogenia molecular mais bem estudada, ndo
ha no GenBank nenhuma seqiiéncia de cytb do grupo formado por estes quatro felinos, em
uma das familias animais com a filogenia molecular mais bem estudada. E toda a linhagem da
jaguatirica (“ocelot lineage”; Johnson & O’Brien, 1997), um grupo de pequenos felinos de
grande importancia forense, esta representada por apenas uma seqiiéncia de 102 pb. Neste
contexto, ndo ha duvidas de que a seqiiéncia de Leopardus tigrinus obtida fornecera um

importante subsidio para a identificacdo de novas seqiiéncias da linhagem da jaguatirica.

@ Claudio Marigo

Figura IV.6. Leopardus tigrinus, o gato-do-mato-pequeno.

A seqiiéncia de cytb de Leopardus pardalis ndo foi suficientemente informativa para
sugerir, em uma andlise filogenética, que a seqiiéncia obtida pertencia a linhagem da
jaguatirica. Por outro lado, a andlise filogenética foi titil para mostrar que a indicagdo do blast
de tratar-se de uma espécie proxima ao lince era bastante limitada.

Espera-se que a seqiiéncia obtida seja util, entdo, no direcionamento da identificacdo de

espécies desta linhagem.
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—— gi|16905467|Lynx lynx
gi|34500358|Lynx canadensis
gi|20160340|Lynx pardinus

gi|42541645|Lynx rufus

gi|21779926|Puma concolor

Herpailurus yagouaroundi

gi|38373498| Acinonyx jubatus

Leopardus tigrinus

gi|2575782|Felis catus

gi|20160336|Felis silvestris
gi|42541651|Pardofelis marmorata

1 9i| 110161 3|Felis bengalensis

1 gi|12214162|Prionailurus bengalensis

gi|571539|Panthera uncia

—— gi| 11932948| Neofelis nebulosa
gi|21310321|Panthera leo
gi|2995730|Panthera tigris

—_
0.002

Figura IV.7. Arvore filogenética contextualizando seqiiéncia obtida dentre as demais. A
auséncia de seqiliéncias informativas de cytb da linhagem do jaguarundi impede que a andlise
filogenética indique que a seqiiéncia obtida pertence a esta linhagem. Uma das poucas
conclusdes que a analise sugere é que a seqiiéncia ndo pertence ao género Panthera. Arvore
construida a partir de um alinhamento de 292 pb, com a distancia p, somente das transversoes,

e o algoritmo NJ.

IV.6.5 Mazama gouazoupira (veado-catingueiro)

Foi obtida uma seqiiéncia de 307 pb de um fragmento interno do cytb (Branicki et al.,
2003) que foi depositada no GenBank sob o coddigo AY886753.

Adicionalmente, foi obtida uma seqiiéncia de 362 pb de um fragmento interno da regido
3’ do cyth (Verma & Singh, 2003) que foi depositada no GenBank sob o codigo AY886754.

Esta segunda seqiiéncia, quando comparada as demais usando o blast, resultou como
sendo mais similar a trés seqiiéncias de Odocoileus, uma de Blastocerus e uma de Cervus,
ficando a seqiiéncia de Mazama sp. (gi:2959914) apenas na 7* posicao.

Curiosamente, em nossa analise filogenética (Figuras IV.8 e IV.9), a seqliéncia de

Mazama gouazoupira ficou separada da seqliéncia de Mazama sp.
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Coincidentemente, ao se dividir os cervideos a partir de dados de caridtipos, naqueles
com cromossomo X acrocéntrico ¢ cromossomo X metacéntrico ou submetracéntrico, o
género Mazama também fica dividido: Mazama gouazoupira apresentando cromossomo
acrocéntrico ¢ Mazama americana, submetacéntrico/metacéntrico (Groves & Grubb 1987).

Apesar de Pitra e colaboradores (2004), se referirem a seqiiéncia de Mazama sp. como
“red brocket”, o que levaria a conclusdo de tratar-se Mazama americana, Randi e
colaboradores (1998), que obtiveram a seqiiéncia, afirmam que ndo foi possivel determinar se
o tecido provinha de um “brown brocket” (Mazama gouazoupira) ou de um “red brocket”
(Mazama americana). De fato, foi a terceira publicagdo onde o grupo de pesquisa de
Emmanuel Douzery reafirma que trabalha com uma amostra de tecido de Mazama de espécie
ndo identificada (Douzery et al., 1995; Douzery & Randi, 1997; Randi et al., 1998).

Uma hipodtese capaz de explicar os resultados encontrados neste trabalho, a luz da
classificagdo de Groves & Grubb (1987), € que o género Mazama, na verdade, teria uma
origem polifilética, resultando nos grupos americana e gouazoupira. Segundo esta hipdtese, o
tecido analisado por Ludt e colaboradores (2004) seria do grupo americana, com cromossomo
X metacéntrico/submetacéntrico, enqiianto Mazama gouazoupira faria parte do grupo de

cromossomo X acéntrico.
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99— 9i|/5359511|Odocoileus hemionus

56 — gi|51702286|Odocoileus virginianus

89 gi|2959914|Mazama sp.
gi|13198|Odocoileus hemionus

36 gi|51702294|Pudu puda
gi|2959912|Alces alces

75 gi|2440142|Capreolus capreolus

32

Mazama gouazoupira

gi|51702292|Blastocerus dichotomus
100L— Blastocerus dichotomus
gi|2959918|Rangifer tarandus

59

0.02
Figura IV.8. Arvore filogenética de seqiiéncias de cytb dos cervideos que habitam a América.
Arvore construida com o programa Mega2 por meio do método de NJ usando a distancia p, a
partir de um alinhamento de 326 pb da regido terminal do cytbh. Os nimeros ao lado dos nos
representam o grau de confianca de cada n6 obtido pelo teste de bootstrap com 1000

repeticdes. Os niimeros apds o “gi” representam os codigos de acesso das seqiiéncias no

GenBank. As duas seqiiéncias sem “gi”’ foram obtidas no presente trabalho.

100—— 9i|5359511|Odocoileus hemionus

100 —— i|51702286|0Odocoileus virginianus
100 L gi|2959914|Mazama sp.
100 gi|13198|Odocoileus hemionus

Mazama gouazoupira

50 100 — gi|51702292|Blastocerus dichotomus

100L—— Blastocerus dichotomus
gi|2959918|Rangifer tarandus
gi|2959912|Alces alces

100 — 0i|2440142|Capreolus capreolus

100L—— @i|18139645|Capreolus pygargus
gi|51702294|Pudu puda

Figura IV.9. Arvore filogenética de seqiiéncias de cytb dos cervideos que habitam a América.
Arvore de méaxima-parcimdnia construida com o programa Mega2 por meio do método de
“branch & bound” usando a distancia p, a partir de um alinhamento de 326 pb da regido
terminal do cytb. Os niimeros ao lado dos nds representam a percentagem das vezes em que o

nod foi obtido nas duas arvores mais parcimoneosas.
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Esta hipotese ndo ¢ contraria as observagdes citogenéticas de Duarte e colaboradores
(1998), que observaram uma clara distinacdo entre os grupos formados pelos veados
vermelhos (M. nana, M. americana e M. intermedia) e os veados cinza (M. gouazoubira e M.
rondoni), muito embora os autores ndo tenham comparado o cariotipo de Mazama com o de
outros géneros.

Apesar de a posicdo do centromero no cromossomo X ter sido motivadora da nossa
hipotese inicial, este critério ndo é capaz de reproduzir a distingdo entre os Mazama
vermelhos e os Mazama cinza, pois M. rondoni (cinza) possui um cromossomo X
submetracéntrico, tal qual os Mazama vermelhos (Duarte & Jorge, 1998). Essa observagao
nos leva a crer que o cromossomo X acrocéntrico de M. gouazoupira ¢ uma condicao
derivada do cromossomo X submetacéntrico original presente nos demais Mazama.

Ao que tudo indica, Mazama apresenta dois grupos bastante distintos. A seqiiéncia de
Mazama gouazoupira obtida parece representar um grupo diferente da seqii€ncia obtida por
Randi e colaboradores (1998). Desta forma, a seqiiéncia obtida de veado-catingueiro devera
ser de fundamental importancia para as futuras identificagdes de Mazama cinza e na distingdo

entre os géneros de cervideos do Novo Mundo.

Figura IV.10. Mazama gouazoupira, o veado-catingueiro, com detalhe da cabeca. A espécie
investigada neste trabalho, freqiiente vitima da caca ilegal no pais, encontra-se dentro do

grupo dos Mazama cinza. Montagem a partir de duas fotos de Mauricio Barbanti Duarte.
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Mais estudos, amostrando mais espécies, sdo necessarios para um melhor entendimento

da historia evolutiva do género Mazama e dos cervideos do Novo Mundo como um todo.

1V.6.6 Myrmecophaga tridactyla (tamandua-bandeira)

Foram obtidas 48 seqiiéncias de 307 pb de um fragmento interno do cytb (Branicki et
al., 2003). Foram encontrados 4 haplotipos, depositadas no GenBank sob os codigos
AY886755 a0 AY886758.

As seqiiéncias obtidas, quando comparadas as demais do GenBank com o blast resultam
em seqiiéncia mais similar (85%), a de Tamandua tetradactyla, o tamandua-mirim.

A diversidade de seqliéncias nesta espécie serd discutida adiante.

IV.6.7 Pecari tajacu (cateto)

Foi obtida uma seqiiéncia de 335 pb de um fragmento interno do cytb (Branicki et al.,
2003; Kocher et al., 1989) que foi depositada no GenBank sob o codigo AY886759.

Curiosamente, a seqiiéncia do cytb de Pecari tajacu apresentou alta similaridade (acima
de 95%) com duas seqiiéncias de Tamandua tetradactyla (tamandua-mirim), mesmo as duas
espécies pertencendo a ordens distintas. Apesar de ja existirem duas seqiiéncias de cytb desta
espécie depositadas no GenBank, o blast encontrou como seqiiéncias mais similares dois
clones de Tamandua tetradactyla seqiienciados por Greenwood e colaboradores (2001) e
identificados como “clone 2” e “clone 4”. No artigo, os autores comentam que alguns clones
obtidos a partir de figado de tamandua-mirim realmente ndo se assemelhavam aos demais.
Apds a amplificagdo e clonagem com um segundo par de iniciadores, os autores determinam
qual daqueles clones teria a verdadeira seqiiéncia do gene mitocondrial do citocromo b. As
seqiiéncias dos dois clones que apresentaram alta similaridade com Pecari tajacu foram

consideradas inser¢des nucleares do cytb (Greenwood et al., 2001).
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Foi feita, entdo, uma analise filogenética das seqiiéncias da familia Tayassuidae
disponiveis, juntamente a sua familia mais proxima, Suidae, ao lado das seqiiéncias da familia
Myrmecophagidae, juntamente com sua familia mais préxima, Bradypodidae. Ou seja, na
mesma analise, foram reunidos os porcos e porcos-do-mato, com os tamanduds e preguicas,
esperando que a seqiliéncia obtida de Pecari tajacu agrupasse com as demais de porco-do-
mato e as seqliéncias nucleares de Tamandua tetradactyla, com as demais de tamandua ou
permanecesse como grupo externo, caso a inser¢ao fosse muito antiga.

Divergindo do esperado, as seqliéncias dos dois clones de Tamandua tetradactyla
permaneceram agrupadas com as de P. fajacu.

A andlise foi repetida, porém, considerando apenas as tranversdes. As tranversdes,
muito mais raras que as transicdes no DNA mitocondrial, sdo capazes de verificar relagdes

filogenéticas mais antigas (Moritz et al., 1987). O resultado se repetiu (Figura I[V.11).

gi[13128891|Tamandua tetradactyla 2
Tayassu tajacu
gi|13128895|Tamandua tetradactyla 4
gi|13874|Tayassu tajacu
gi|1655918|Pecari tajacu

gi|1655920|Tayassu pecari
gi|1655916|Catagonus wagneri

I: gi|5835862|Sus scrofa
gi|20804297|Phacochoerus aethiopicus

gi[13128879|Choloepus didactylus

gi|13128881|Bradypus variegatus

— Myrmecophaga tridactyla
L—— gi|21449946|Tamandua tetradactyla

0.005

Figura IV.11. Arvore filogenética construida com o programa Mega2 e o algoritmo de
agrupamento de vizinhos utilizando a distancia p apenas das transversdoes. Os nimeros apos o
“gi” representam os codigos de acesso das seqiiéncias no GenBank. As duas seqiliéncias sem

“gi” foram obtidas no presente trabalho. Tayassu tajacu € o antigo nome de Pecari tajacu.
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Um teste de bootstrap (Felsenstein, 1985) do dendrograma acima dispde as seqiiéncias
de Pecari tajacu juntamente com as seqiiéncias dos dois clones de Tamandua tetradactyla em

um agrupamento com grau de confiabilidade de 100% (Figura IV.12).

— @i|13128895| Tamandua tetradactyla 4

Tayassu tajacu
—— @i|13128891| Tamandua tetradactyla 2
gi[1655918|Pecari tajacu
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100 gi|13874[Tayassu tajacu

— @i[1655920| Tayassu pecari
100 87 L——— ¢i|1655916|Catagonus wagneri
99— Myrmecophaga tridactyla
0i|21449946| Tamandua tetradactyla
9 — ¢i[13128881|Bradypus variegatus

9 L—— gi|13128879|Choloepus didactylus
gi[5835862|Sus scrofa
0i|20804297|Phacochoerus aethiopicus

Figura IV.12. Arvore filogenética construida com o programa Mega2 ¢ o algoritimo de
agrupamento de vizinhos utilizando a distancia p apenas das transversdes. Os numeros ao lado
dos nos representam o grau de confianga de cada nd obtido pelo teste de bootstrap com 500
repeticdes. Os nimeros apds o “gi” representam os codigos de acesso das seqiiéncias no
GenBank. As duas seqiiéncias sem “gi” foram obtidas no presente trabalho. Tayassu tajacu é

o antigo nome de Pecari tajacu.

A partir destes resultados, e apds verificar que os clones 2 e 4 ndo possuiam cddons
mitocondriais de parada, a hipotese que as seqiiéncias daqueles dois clones seriam NUMTs
(Greenwood et al., 2001), foi descartada. Foi possivel concluir que as seqiiéncias dos clones 2
¢ 4 obtidos no trabalho de Greenwood ¢ colaboradores (2001), identificadas no GenBank
como sendo de Tamandua tetradactyla (tamandud-mirim), sdo, de fato, de P. tajacu (cateto).

A origem mais provavel do DNA de P. tajacu em um DNA extraido de figado de Tamandua
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tetradactyla obtido em um museu (Greenwood et al., 2001) ¢ uma contaminagdo, mesmo nao
havendo nenhum trabalho publicado dos autores com a espécie P. tajacu.

Foi possivel observar uma elevado nivel de polimorfismo entre as diferentes seqiiéncias
de cytb de cateto. Utilizando RFLP de DNA mitocondrial, Theimer e Keim (1994) ja haviam
mostrado uma grande variagdo entre haplotipos de mtDNA de cateto e relacionado esta
variagdo a distribuicdo geografica da espécie na América do Norte. os resultados deste
trabalho sugerem que a variagdo intraespecifica encontrada dentro da América do Norte
(Theimer & Keim, 1994) pode ser ainda mais acentuada quando comparada as Américas do
Sul e do Norte. De acordo com a historia evolutiva da espécie, originando-se na América
Central (Simpson, 1980), migrando para a América do Norte pelo méxico e para a América do
Sul por uma estreita faixa de terra (Sowls, 1997), ndo seria de se estranhar uma marcante

diferenca entre as populagdes nas duas regides.

familia Tayassuidae e ¢ vitima freqiiente da caga ilegal no pais.

Se esta suposicdo estiver correta seria possivel propor que as seqiiéncias de cyzb,

depositadas por Greenwood e colaboradores (2001) como sendo pertencentes a tamandud-
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mirim, ndo apenas sao na verdade de um cateto, mas de um cateto proveniente da América do

Sul (Figura IV.14).

gi|5835862|Sus scrofa

gi|13128891|Tamandua tetradactyla 2
i{13128895|Tamandua tetradactyla 4

Pecari tajacu

gi|1655916|Catagonus wagneri gi|13874|Tayassu tajacu

gi|1655920|Tayassu pecari gil1655918|Pecari tajacu

0.02

Figura IV.14. Arvore filogenética construida com o programa Mega2 e o algoritimo de
agrupamento de vizinhos utilizando a distancia p. Os nimeros apds o “gi” representam os
codigos de acesso das seqiiéncias no GenBank. A seqiiéncia de Pecari tajacu sem “gi” foi
obtida no presente trabalho. Tayassu tajacu é o antigo nome de Pecari tajacu. O ramo em
vermelho representa os catetos da América do Sul, enquanto o ramo azul mostra os catetos da

América do Norte.

Divergéncias semelhantes a esta proposta para os catetos foram encontradas em outros
mamiferos terrestres, de porte comparavel, que habitam diferentes partes da América, como o
puma (Puma concolor, Culver et al., 2000) e o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus,
Johnson et al., 1999).

Um estudo biogeografico mais aprofundado da espécie utilizando genes mitocondriais
poderia esclarecer com que precisdo a determina¢cdo de um hapldtipo pode garantir uma

inferéncia sobre a origem geografica de um Pecari tajacu.



1V.7 Diversidade intra-especifica de seqiiéncias de citocromo b em uma espécie
ameacada de extin¢do: comparagdo entre duas populacoes de tamandud-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla, familia Myrmecophagidae) e implicacoes para a inferéncia

sobre a origem geogrdfica dos animais

Para avaliar a diversidade intraespecifica de seqiiéncias de citocromo b em uma espécie
seriamente ameacgada de extingdo (Miranda, 2004) e sua possivel relagdo com a distribuigdo
geografica da espécie, foi sequenciado um fragmento de 307 pb deste gene nas duas Unicas
populagdes da espécie ainda relativamente grandes (Miranda, 2004). Foram analisados 28
individuos do Parque Nacional das Emas, GO, e de 20 individuos do Parque Nacional da

Serra da Canastra, MG.

Os mesmos quatro haplotipos de cytb foram encontrados nas populacdes do Parque Nacional

das Emas e do Parque Nacional da Serra da Canastra.
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Nos individuos do Parque Nacional das Emas (PNE) foram encontrados quatro
haplotipos distintos envolvendo trés bases variantes. As substituicdes eram sindnimas,
encontravam-se na terceira base do codon e representavam transicdes de guanina (G) com
adenina (A).O haplotipo mais comum (G/G/A) foi encontrado em 20 dos 28 individuos (71%)
e o menos comum (A/G/A), em apenas um individuo (4%).

Na populagdo do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC), foram encontrados
exatamente os mesmos quatro haplétipos e nenhum haplétipo adicional. O haplotipo mais
comum na populacdo do PNE, foi, também, o haplétipo mais freqlientemente encontrado na
populagdo do PNSC. O haplétipo menos freqiiente no PNE, no entanto, foi o segundo mais

freqiiente no PNSC (Tabela IV 4).

Tabela 1V.4. Comparacdo da freqiiencia de ocorréncia dos haplotipos encontrados nas
populagdes de Myrmecophaga tridactyla do Parque Nacional das Emas/GO e do Parque
Nacional da Serra da Canastra/MG.

Haplétipo Parque Nacional das Emas | P. N. da Serra da Canastra Total
G/G/A 20 (71 %) 13 (65 %) 33 (69 %)
A/G/G 4 (14 %) 2 (10 %) 6 (13 %)
A/G/A 1 (4 %) 4 (20 %) 5 (10 %)
G/A/A 3 (11 %) 1(5%) 4 (8 %)

N° de individuos 28 20 48

Cada haplotipo diferia de um segundo hapldtipo por apenas uma substitui¢do. Foi

possivel, entdo, propor uma Unica relacdo de “parentesco” possivel entre os hapldtipos

envolvendo apenas uma substituicdo: GAA

= GGA

= AGA - AGG.

Considerando a probabilidade de o haplotipo mais comum ser o haplotipo mais antigo,

chegou-se a relagdo de ancestralidade mostrada na Figura IV.16.

Os resultados obtidos mostram claramente que ndo ¢ possivel diferenciar as populagdes

de tamandua-bandeira do Parque Nacional das Emas e do Parque Nacional da Serra da

Canastra por meio dos haplotipos de cyzb.
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A partir dos dados obtidos, ¢ possivel observar, também, toda a cautela que deve ser
tomada antes de qualquer inferéncia, baseada em haplotipos de mtDNA, sobre a origem
geografica de um animal. Se por um simples erro amostral, de apenas um individuo, o
haplotipo A/G/A ndo tivesse sido amostrado na populacdo do Parque Nacional das Emas,
poderia-se chegar a uma conclusdo equivocada de que este hapldtipo ¢ exclusivo do Parque
Nacional da Serra da Canastra. Tal efeito de amostragem poderia levar a uma igualmente
falha declaragdo de que um traficante de animais portando tamandud-bandeira com haplétipo

A/G/A teria atuado no Parque Nacional da Serra da Canastra.

(e

Figura 1V.16. Ilustragdo da hipotese sobre origem e relagdo entre os haplotipos de DNA

mitocondrial encontrados nas populacdes de tamandué-bandeira analisadas. Os haplotipos a
esquerda da seta indicam haplotipos ancestrais. Cada seta indica uma tinica mutag¢do de ponto

(transi¢do). A area dos circulos € proporcional a frequéncia de cada haplétipo encontrado.

Esta andlise intra-especifica indica que o cytb ndo deve ser utilizado para inferéncias
sobre a origem geografica de um animal a menos que se tenha um estudo muito aprofundado
sobre a filogeografia da espécie. E mais provavel que tais inferéncias sejam possiveis em
populagdes totalmente isoladas ou separadas por uma grande distancia, como as populagdes
de cateto da América do Sul e do Norte, do que em populagdes proximas e ndo totalmente

isoladas, como as de tamandua-bandeira estudadas.
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1V.8 Identificacdo de ovos na elucidagdo de um crime contra a fauna

Visando testar a eficiéncia da andlise de genes do mtDNA em um caso real de
investigacdo forense foi identificada a espécie mais provavel, a partir de seqiiéncias de genes
mitocondriais obtidos de amostras bioldgicas de 58 ovos apreendidos pela Policia Federal em

Recife, em julho de 2003.

IV.8.1 Aspecto geral dos ovos e dos embrides:

Externamente, os ovos eram bastante parecidos, todos completamente brancos. No
entanto, trés deles eram nitidamente maiores que os demais.

Apbs a abertura dos ovos, verificou-se que os embrides encontravam-se em estagios de
desenvolvimento bastante varidveis. Alguns embrides aparentavam estarem prontos para

eclodir, apresentando, inclusive, penas. Em um dos trés ovos maiores ndo foram encontrados

sinais de desenvolvimento de qualquer embrido, tendo sido, entdo, analisada apenas a gema.

Figuras IV.17 e IV.18. Fotografias dos embrides contidos nos ovos apreendidos em Recife.
Observa-se o adiantado estagio de desenvolvimento no qual alguns dos embrides se

encontravam.
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IV.8.2 Seqiiéncias obtidas a partir dos ovos

As primeiras seqiiéncias de cytb obtidas a partir dos embrides apresentaram alta
similaridade com psitacideos, enquanto as seqiiéncias de col apresentavam uma similaridade
muito inferior com aves em geral. Andlises filogenéticas preliminares indicavam tratar-se de
seqiiéncias de psitacideos. Estes resultados indicaram que o cyth seria mais util na
identificacdo dos ovos pela completa auséncia de seqiiéncias da regido amplificada de col em
psitacideos. As seqiiéncias de col de psitacideos disponiveis no GenBank representavam a
por¢do terminal do gene (Palumbi er al., 1991; Russello & Amato, 2004), enquanto as
seqiiéncias obtidas utilizando os iniciadores recomendados por Hebert e colaboradores (2003;
descritos em Folmer et al., 1994) representavam a metade inicial (5”) do gene (figura II1.4).
Os resultados mostrados adiante foram, entdo, obtidos a partir do cytb.

Entre os 55 ovos menores, foram encontrados trés tipos de seqiiéncias de cyzb diferentes.
Um dos tipos, mais freqiiente, foi encontrado em 50 destes ovos. O segundo tipo mais
freqiiente foi encontrado em 4 ovos. O terceiro tipo, em apenas um dos ovos. Apds uma
analise filogenética, os dois primeiros tipos agruparam-se juntamente aos demais psitacideos,
mais precisamente com os demais psitacideos do Novo Mundo de cauda curta. O terceiro tipo
permaneceu como grupo externo aos psitacideos.

Os trés ovos maiores apresentavam exatamente o mesmo haplotipo. Em uma anélise
filogenética, a seqii€ncia de cytb destes ovos também se agrupou com as demais seqiiéncias de
psitacideos, mas, diferentemente dos ovos menores, com psitacideos do Novo Mundo de

cauda longa.

O processo de identificagdo destes ovos estd pormenorizado nos itens a seguir.



71

IV.8.3 Cingqiienta ovos de Amazona xanthops (Salvatoria xanthops):

As seqiiéncias obtidas de cytb da maioria dos ovos (50), agrupava-se aos psitacideos de
cauda curta e apresentaram maior similaridade, dentre as seqiiéncias disponiveis no GenBank,

com Pionus senilis.

L ]

Figuras 1V.19 e 1V.20. Pionus senilis, a esquerda, e Pionus maximiliani, a maritaca-verde.

Enquanto a primeira ocorre na América Central, a segunda habita o Brasil.

A partir deste resultado, foi langada a hipotese dos ovos pertencerem a espécie Pionus
maximiliani, maritaca-verde, uma espécie do mesmo género, mas que ocorre no Brasil. Foi
obtida uma amostra de P. maximiliani no Zooldgico de Brasilia e, apds a obtencdo da
seqiiéncia (depositada no GenBank sob o cddigo AY669862), a seqiiéncia obtida a partir dos
ovos permanecia localizada entre os géneros Amazona e Pionus, porém mais proximos de
Pionus (Figura IV.21).

Na tentativa de obter mais seqiiéncias de psitacideos de cauda curta, foi obtida uma
amostra de Amazona xanthops (papagaio-galego) no Zoologico de Brasilia. A seqiiéncia de
Amazona xanthops (depositada sob o codigo AY669861) apresentava similaridade superior a

99% com a seqiiéncia obtida a partir dos 50 ovos apreendidos.
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— gi|37574967|Amazona versicolor
gi|37574965|Amazona arausiaca
gi|37574973|Amazona aestiva

L—— gi|37574961|Amazona barbadensis
gi|37780900|Amazona farinosa
gi|37574957|Amazona finschi

L 0i|37575066|Amazona amazonica
gi|37574941|Amazona autumnalis
gi|37575019|Amazona albifrons

| 50 ovos

I Pionus maximiliani
gi|4099737|Pionus senilis

0.01
Figura IV.21. Arvore filogenética com base no gene cytb mostrando a posi¢io intermediaria

da seqiiéncia derivada dos ovos apreendida, entre os géneros de cauda curta Amazona e
Pionus. Arvore construida utilizando o programa Mega 2, a partir da distdncia p, com o

método NJ.

— gi|37574967|Amazona versicolor
a gi|37574965|Amazona arausiaca
gi|37574973|Amazona aestiva

—— gi|37574961|Amazona barbadensis
gi|37780900|Amazona farinosa
gi|37574957|Amazona finschi

I 0i|37575066|Amazona amazonica
gi|37574941|Amazona autumnalis
gi|37575019|Amazona albifrons

r Amazona xanthops
L— 50 ovos

I Pionus maximiliani
gi|4099737|Pionus senilis

0.01
Figura IV.22. Arvore filogenética mostrando a identificagdo dos ovos como pertencendo a

espécie Amazona xanthops. Arvore construida utilizando o programa Mega 2, a partir da

distancia p, com o método NJ.

A posicdo filogenética incomum de A. xanthops, desagrupada das demais espécie do
mesmo género ¢ intrigante. Uma andlise da literatura recente a respeito da filogenia desta
espécie (Duarte & Caparroz, 1995; Russello & Amato, 2004; Caparroz & Duarte, 2004)

esclareceu a questdo. H4 muito tempo sabe-se que esta espécie € diferente das demais espécies
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do género Amazona. Em 1920, Ribeiro sugeriu o novo género Salvatoria para esta espécie e €

justamente a ado¢do do nome Salvatoria xanthops que os artigos mais recentes defendem.

Figura 1V.23. Amazona (Salvatoria) xanthops, papagaio-galego. Cinqlienta dos 58 ovos

apreendidos pertenciam a esta espécie de psitacideo.

O conhecimento sobre as relagdes filogenéticas das espécies em andlise, como as dos
géneros Pionus e Amazona (Duarte & Caparroz, 1995; Caparroz & Duarte, 2004), foi

importante para garantir a seguranca da identificacao destes 50 ovos.

IV.8.4 Quatro ovos de Amazona aestiva ou Amazona ochrocephala:

Quatro das seqiiéncias obtidas a partir dos ovos, apesar de agruparem-se aos psitacideos
de cauda curta, ndo se agruparam com Amazona (Salvatoria) xanthops. Estas seqiiéncias
ficaram claramente agrupadas dentro do género Amazona, muito proximas a A. aestiva
(papagaio-verdadeiro) e 4. ochrocephala (papagaio-campeiro).

Foi observada uma elevada similaridade (maior que 99%) das seqiiéncias obtidas, tanto
com A. aestiva quanto com A. ochrocephala. As seqiiéncias de cytb destas duas supostas
espécies ndo formam grupos monofiléticos distintos. Estas observacdes sugerem que os

quatro ovos analisados pertencem a uma destas duas espécies.
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4 ovos

gi|37780888|Amazona ochrocephala x.
gi|31074340|Amazona aestiva
gi|37574973|Amazona aestiva
— gi|37780884|Amazona ochrocephala o.
— 9i|37574967|Amazona versicolor
L—— gi|37574965|Amazona arausiaca
gi|37574961|Amazona barbadensis
gi|37780900|Amazona farinosa
gi|37575019|Amazona albifrons

gi|37574957|Amazona finschi
B gi|37575066|Amazona amazonica
gi|37574941|Amazona autumnalis

Amazona xanthops

I Pionus maximiliani
gi|4099737|Pionus senilis

0.01
Figura IV.24. Arvore filogenética indicando o agrupamento das seqiiéncias obtidas dos quatro

ovos analisados com as seqiiéncias de A. aestiva e A. ochrocephala. Arvore construida

66 9

utilizando o programa Mega 2, a partir da distancia p, com o método NJ. “x” e “o

representam as subespécies de A. ochrocephala “xantholaema” e “ochrocephala’.

Figura IV.25. Amazona aestiva, o papagaio-verdadeiro, a esquerda, e Amazona ochrocephala,
0 papagaio-campeiro, a direita. A analise de seqiiéncia do gene cyth ndo distinguiu estes

animais como pertencentes a espécies distintas.
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O fato de ndo ter sido possivel determinar uma espécie unica como genitora destes 4
ovos estd de acordo com os conhecimentos mais atuais sobre este complexo intrincado de
formas assumidas por estas duas supostas espécies, estando Amazona aestiva dentro do
complexo Amazona ochrocephala (Eberhard & Bermingham, 2004). Na figura 1V.24, este

complexo estd unido pelo ramo destacado em vermelho.

IV.8.5 Trés ovos de Ara ararauna:

Diferentemente das seqiiéncias obtidas dos ovos menores, 0s quais se agruparam com 0s
psitacideos do Novo Mundo de cauda curta, as seqiiéncias dos 3 ovos maiores agruparam-se
com aquelas dos psitacideos do Novo Mundo de cauda longa, com uma alta similaridade
(98,8%) com a seqiiéncia de Ara ararauna (arara-canind¢). Pelo fato da similaridade
encontrada estar abaixo de 99% e pelo fato de ndo haver, no GenBank, seqliéncias das demais
araras grandes que ocorrem no Brasil, foram obtidas amostras de 4. macao e A. chloroptera

no Zoolégico de Brasilia (Figura IV.26).

Figura IV.26. Ara chloroptera (arara-vermelha), a esquerda e Ara macao (arara-canga), a
direita. Nao havia qualquer seqiiéncia de gene mitocondrial destas grandes, belas e visadas

araras no GenBank.



76

Apds obter a seqiiéncia de cytb destas duas araras vermelhas (depositadas sob os
codigos AY 669858 e AY669860), verificou-se que a seqliéncia dos ovos permanecia

agrupada com Ara ararauna (figura IV.27).

gi|31074342|Ara ararauna
—L gi|3169221|Ara arararauna
cytb 3 ovos maiores
gi|33305115|Orthopsittaca manilata
gi|33305105|Ara severa
, Ara macao cytb
L—— Ara chloroptera cytb

0.01
Figura IV.27. Arvore filogenética indicando as seqiiéncias obtidas dos 3 ovos maiores

permanecendo agrupadas a Ara ararauna apds a inclusdo das seqiiéncias das araras
vermelhas. Arvore construida utilizando o programa Mega 2, a partir da distincia p de um
alinhamento de 232 pb de um fragmento interno do cyth, com o método NJ.

No inicio desta investigacdo foram utilizadas as listas de espécies que ocorrem no Brasil
(CBRO, 2000) e o livro de Sick (1997) das aves brasileiras como referéncia para as espécies
de psitacideos. Em uma busca mais abrangente, entretanto, verificou-se que a espécie irma de
Ara ararauna, a julgar por sua aparéncia externa, provavelmente seria a arara-da-garganta-
azul, Ara glaucogularis, uma espécie que ndo estava relacionada nas referéncias citadas pelo
simples fato de ndo pertencer a fauna brasileira. A espécie, que ocorre na Bolivia, ¢ uma das
aves mais ameacgadas de extingdo em todo o mundo (Yamashita & Barros, 1997).

Tendo em vista que: (1) ndo foi encontrado qualquer trabalho de filogenia relacionando
as duas espécies; (2) as duas espécies foram confundidas no passado; (3) ndo ha qualquer
seqiiéncia desta espécie no GenBank e (4) ndo existe informacdo quanto ao nivel de
similaridade do cytb de Ara glaucogularis com Ara ararauna, buscou-se obter a seqiiéncia de
cytb da arara-de-garganta-azul para comparagdo. Ap6s uma busca em diversas instituicdes foi
localizada, com o auxilio do IBAMA, uma lista das espécies nos zoologicos brasileiros

citando um exemplar de Ara glaucogularis no Zoolodgico do Rio de Janeiro. As duas amostras
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fornecidas pela institui¢do tinham a mesma seqliéncia de cyth, a qual foi depositada no

GenBank sob o codigo AY669859.

Figura IV.28. Ara glaucogularis, a arara-de-garganta-azul. Yamashita & Barros (1997)
estimam que exista cerca de 200 individuos desta espécie na natureza e afirmam que seu
declineo ocorreu devido a intensa captura na década de 1980.

A anélise comparativa resultou na exclusdo de Ara glaucogularis, concluindo-se assim
que os trés ovos maiores pertenciam de fato a espécie Ara ararauna (arara-canind¢) (Figura

IV.29).

gi|31074342|Ara ararauna
—1= 0i|3169221|Ara arararauna
cytb 3 ovos maiores
gi|33305115|Orthopsittaca manilata
Ara glaucogularis cytb
gi|33305105|Ara severa
[ Ara macao cytb
L Arachloroptera cytb

—_—
0.01

Figura IV.29. Arvore filogenética destacando a identificacio dos 3 ovos maiores invetsigados
como pertencendo a espécie Ara ararauna. Arvore construida utilizando o programa Mega 2,
a partir da distdncia p de um alinhamento de 232 pb de um fragmento interno do cytbh, com o

método NJ. As seqiliéncias sem o prefixo “gi” foram obtidas no presente trabalho.
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Figura IV.30. Ara ararauna, a arara-canindé. Os trés ovos maiores investigados pertenciam a

esta espécie.

A identificacdo destes trés ovos foi alcancada, portanto, pela associagdo de duas
evidéncias: (1) a similaridade com as seqiiéncias de Ara ararauna disponiveis no GenBank e
(2) a exclusdo das espécies filogeneticamente proximas. A seguranca na identificacdo foi
adicionalmente fortalecida pelo conhecimento da espécie ter uma ampla distribui¢do

geografica e linhagens de mtDNA que divergiram h4 muito tempo (Caparroz et al., 2003).

IV.8.6 Um ovo de Otus choliba:

Uma das seqiiéncias obtidas, representando um dos ovos, revelou-se claramente distinta

das demais, sem agrupar-se dentro do grupo dos psitacideos (Figura IV.31).
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gi|12960|Gallus gallus (galinha)

Ovos de Ara ararauna

Ovos de Amazona

Ovos de Amazona xanthops

Ovo diferente
0.01

Figura IV.31. Arvore filogenética mostrando a clara divergéncia da seqiiéncia de um dos ovos
apreendidos em relagdo aos demais. Arvore feita a partir de um alinhamento de seqiiéncias de
244 pb do cyth, utilizando o programa Mega 2, a partir das distdncias p, somente das
transversdes, por meio do algoritimo NJ. A seqiiéncia de galinha foi obtida do GenBank para

tlustrar a distancia entre ordens distintas.

Uma busca no GenBank utilizando o blast encontrou como seqiiéncias mais similares
seis seqliéncias de Otus choliba (corujinha-do-mato) seguidas de duas seqiiéncias de Otus
albogularis (corujinha), indicando que a seqiiéncia questionada provavelmente provinha de
uma coruja da familia Strigidae.

Havia uma grande disponibilidade de seqiiéncias de cyth do género Otus (88, incluindo
as seis espécies que habitam o Brasil, O. atricapillus, O. choliba, O. guatemalae, O.
sanctaecatarine, O. usta ¢ O. watsonii (CBRO, 2000)) e do seu género mais proximo, Bubo.
Uma analise filogenética basica pdde determinar que a seqiiéncia obtida encontrava-se nao
apenas dentro do género Otfus, mas dentro de um subgrupo dentro do género conhecido em
inglés como “Screech Owls” (o género pode ser dividido entre as “Screech Owls” e as “Scops
Owls”), as corujas do género Ofus do Novo Mundo. Existem cerca de 70 espécies no género
Otus, cerca de um terco de todas as corujas, mas apenas cerca de 26 no subgrupo “Screech”,

que habita o Novo Mundo. De fato, praticamente qualquer coruja descrita, sem diferencas
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aberrantes, era inserida no género Ofus, mas a taxonomia do grupo tem sido revista e alguns
autores tém sugerido colocar as “Screech Owls” em um género novo, Megascops (Konig et
al., 1999).

A andlise filogenética confirmou a espécie inicialmente apontada pelo blast (Otus
choliba, 95% de similaridade) (Figura IV.32). A disponibilidade de seis seqiiéncias distintas
de cytb de Otus choliba permitiu verificar que as diferengas encontradas entre a seqiiéncia
obtida e as demais disponiveis encontrava-se dentro da variacdo natural da espécie. A ampla
distribuicdo geografica da espécie, que habita todo o Brasil e diversos paises vizinhos,
também ¢ condizente com a variagdo encontrada (similaridade dentro da espécie média de
99,4%) e foi semelhante aquela encontrada em outras espécies do mesmo género. Otus hoyi,
por exemplo, representada por seis seqiiéncias no GenBank, apresentou similaridade média de
99,4% no mesmo segmento génico. A similaridade da seqiiéncia obtida com as da segunda

espécie mais proxima (Otus albogularis) foi de 93,2%.

gi|22796954|0tus choliba

gi|22796958|Otus choliba

cytb ovo diferente
-E gi|10312194|0Otus choliba
gi|10312192|0Otus choliba
— gi|22796998|Otus albogularis
gi|22797044|0tus sanctaecatari
gi|22797042|Otus roboratus
gi|24744635|Otus atricapillus

— gi|10312184|0tus watsonii
gi|22796986|Otus usta

gi|22797014|0Otus choliba
ﬂ !gi|22796956|0tus choliba

0.01
Figura 1V.32. Arvore filogenética mostrando a inser¢do da seqiiéncia obtida do ovo

“diferente” dentro da espécie Otus choliba. Arvore feita a partir de um alinhamento de
seqiiéncias de 259 pb do cyrb, utilizando o programa Mega 2, a partir das distancias p, por

meio do algoritmo UPGMA.
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Figura 1V.33. Otus choliba, a corujinha-do-mato. O tnico ovo apreendido que ndo era de
psitacideo foi declarado como pertencente a esta espécie, que ocorre em todo o territdrio

brasileiro.

A identificacdo deste ovo corroborou ser rapida e segura a identificacdo da espécie de

um género com ampla disponibilidade de seqiiéncias no GenBank.

IV.8.7 Conclusdes da identificacao dos ovos

As analises das seqiiéncias obtidas e a sua comparagdo com seqiiéncias disponiveis no
GenBank e com seqiiéncias obtidas de aves do Zoologico de Brasilia e do Zooldgico do Rio
de Janeiro permitiram afirmar que:

(a) Os ovos analisados pertenciam a quatro (04) espécies de aves (classe AVES)

pertencentes a fauna silvestre brasileira, sendo duas (02) espécies de papagaios, uma (01) de
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arara (ordem PSITTACIFORMES, familia PSITTACIDAE) e uma (01) de coruja (ordem
STRIGIFORMES, familia STRIGIDAE);

(b) Cingiienta (50), dos cinqlienta e oito (58) ovos apreendidos pertenciam a espécie
Amazona xanthops, popularmente conhecida como papagaio-galego. Trés ovos pertenciam a
espécie Ara ararauna, conhecida como arara-canindé. Quatro ovos pertenciam a espécie
Amazona aestiva (papagaio-verdadeiro) ou a espécie Amazona ochrocephala (papagaio-
campeiro). Um dos ovos pertencia a espécie Otus choliba, conhecida como corujinha-do-
mato.

(c) As cinco espécies de aves silvestres acima mencionadas sdo nativas do Brasil,
estando relacionadas no anexo II da CITES (Convengdo Sobre o Comércio Internacional das

Espécies da Fauna e da Flora Ameacadas de Extingdo), implementada pelo Decreto n® 3607,

de 21.09.00.

Tabela IV.5. Resumo dos resultados de identificacdo de espécies realizados na investigagao

forense dos ovos apreendidos.

Numero Anexo
Espécie Nome-popular Categoria
de ovos CITES
_ Silvestre e
50 Amazona xanthops papagaio-galego II
nativa

. Silvestre e
3 Ara ararauna arara-canindé . II
nativa

Amazona aestiva (ou _ _ .
papagaio-verdadeiro (ou | Silvestre e | II (ambas as
4 Amazona _ _ . _
papagaio-campeiro) nativa espécies)
ochrocephala)

- Silvestre e
1 Otus choliba corujinha-do-mato . II
nativa
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Tabela I'V.6. Estimativas de similaridade das seqiiéncias obtidas a partir dos quatro tipos de
ovos com as seqiiéncias obtidas de espécies identificadas morfologicamente. (*) Seqiiéncia

obtida neste trabalho.

Espécie mais Ne° de Similarida | Segunda espécie | N°de | Similarida

similar acesso de mais similar acesso de
Ovos Amazona AY 66986 99,1 % Amazona 3757506 | 93,6 %
Ax xanthops 1* amazonica 6
Ovos A. 37780888 99.6 % | Amazona aestiva | 3107434 | 99,2 %
Ao/Aa | ochrocephala 0

Ovos | Ara ararauna | 31074342 98,8 % Orthopsittaca | 3330511 | 92,7 %

Ara manilata 5

Ovos | Otus choliba | 10312194 99,5 % Otus albogularis | 2279699 | 93,2 %
Otus 8

As espécies de araras e papagaios, que correspondiam a 57 dos 58 ovos, pertencem a
familia Psittacidae, sendo as espécies desta familia conhecidas como psitacideos. Os
psitacideos estdo entre as aves mais visadas pelo comércio ilegal de animais, sendo muito
valorizadas, seja pela sua beleza e colorido de suas penas, seja pelos sons que produzem.

As informagdes descritas acima serviram de base para a elaboracdo do Laudo Pericial N°
1673/04 do Instituto Nacional de Criminalistica do Departamento de Policia Federal emitido

no dia 30.06.04.



1V.9 Parametros utilizados na identificacdo de espécies

Uma simples busca no GenBank, utilizando a ferramenta blast, mostrou ser um
parametro util para direcionar novas andlises, mas ndo uma ferramenta que permite uma
determinacdo conclusiva da espécie a qual uma amostra questionada pertence. Até mesmo
para direcionar a investigagdo no sentido de obter novas amostras e/ou realizar novas analises
o poder do blast foi limitado. O blast ndo identificou, por exemplo, as espécies irmas,
disponiveis no GenBank, de jaguarundi e macaco-prego-de-barriga-amarela, o que poderia
levar a errdneas conclusdes de que a seqiiéncia do primeiro provinha de uma das tantas
subespécies de lince e que a do segundo provinha de um Cebus “sem tufos”. A utilizagdo
deste Unico parametro na identificagdo do sangue de cateto, por exemplo, teria sido desastrosa
em funcdo da supostamente elevada similaridade com tamandué-bandeira.

De maneira geral, uma andlise filogenética simples foi capaz de resolver as distor¢des
apresentadas pela utilizacdo da ferramenta blast como pode ser visto nas diversas analises
filogenéticas de Tayassuidae, Cebidae e Felidae, realizadas neste trabalho. Estes resultados
indicam, portanto, que somente depois de uma analise filogenética detalhada das seqiiéncias
questionadas juntamente com aquelas disponiveis no GenBank, e integrando o conhecimento
disponivel sobre a historia evolutiva do grupo estudado, seja usando dados morfolégicos,
comportamentais, citogenéticos (Dobigny et al, 2004) ou moleculares, ¢ que uma
identificacdo segura da espécie a qual a amostra questionada pertence ¢ de fato alcangada.

O fato de Parson ¢ colaboradores (2000) ¢ Branicki e colaboradores (2003) nao
abordarem o uso da analise filogenética na identificacdo de espécies pode estar relacionado a
pouca afinidade dos cientistas forenses a este tipo de andlise, como sugerido por Bandelt e
colaboradores (2001, 2004). As criticas de Bandelt e colaboradores, no entanto, parecem
estar, aos poucos, surtindo efeito na comunidade forense (Budowle et al, 2004). Os

resultados obtidos sugerem que a capacitacdo e habituacdo dos cientistas forenses e peritos
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criminais na analise filogenética ¢ fundamental para a identificagdo de espécies usando
seqiiéncias génicas.

Além do aspecto de precisao do resultado, uma arvore filogenética das seqiiéncias
utilizadas ¢ extremamente til para a visualizacdo das relagdes entre estas. Neste sentido,
propde-se que uma arvore filogenética seja utilizada rotineiramente para ilustrar os resultados
de identificagcdo da espécie nos laudos periciais de identificacdo de espécie usando seqiiéncias
de genes mitocondriais. A arvore filogenética auxiliard o perito criminal a expressar o seu
convencimento técnico e facilitara o entendimento da questdo pelo juiz.

Apesar de os resultados indicarem a utilidade da analise filogenética na identifica¢do de
espécies, ¢ importante lembrar as limitacdes deste tipo de andlise feita a partir de
alinhamentos curtos (cerca de 250-300 pb) e sem uma ampla representatividade dos tdxons
estudados. Uma seqiiéncia nucleotidica, por exemplo, com similaridade em torno de 93% com
Puma concolor e permanecendo agrupada como “espécie-irmd” de Puma concolor, por
exemplo, apenas sugere tratar-se de jaguarundi. Jamais pode-se concluir tratar-se de
jaguarundi antes da obtencdo da seqiiéncia deste e da verificagdo da alta similaridade (>99%)
entre as seqiiéncias.

Um tipo de andlise que se mostrou satisfatoria para a visualizacdo de filogenias um
pouco mais profundas (géneros dentro de de familias, por exemplo) foi a consideragdo apenas
das transversdes. Aparentemente, a analise apenas das transversdes, em algumas ocasides, foi
capaz de reduzir o ruido causado pelas mutagdes recorrentes, muito embora essa observagao
ndo tenha sido testada. Este tipo de andlise, assim como a desconsideracdo da terceira posi¢ao
do codon, parece ajudar tanto corroborando quanto invalidando uma determinada topologia
encontrada.

A andlise filogenética simples aqui reportada funcionou muito bem em trés aspectos: (1)

no direcionamento para a obten¢do de novas amostras e seqiiéncias, enquadrando a seqiiéncia
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questionada em subgrupos cada mais restritos e limitando o universo de busca; (2) na
obtencdo de pardmetros adicionais, além dos anteriormente recomendados, como a monofilia
e a posi¢do filogenética, para a conclusdo da identificagdo; e (3) na compreensdo das relagdes
entre as seqiiéncias por meio da visualizagdo das arvores filogenéticas, apoiadas pelo
conhecimento taxondmico ja estabelecido. A andlise filogenética mostrada ndo substitui os
critérios anteriormente propostos.

Do ponto de vista estatistico, o teste de bootstrap, assim como outros testes similares,
pode ser util no esclarecimento de filogenias que levardo a identificagdo da espécie bem como
na rejei¢do da hipotese de diferentes seqii€éncias pertencerem a uma unica espécie. O teste de
bootstrap, no entanto, deve ser utilizado com cuidado. Se, por um lado, o teste ¢ bastante
utilizado, apesar de severas criticas (Sanderson, 1995), para mostrar a seguranca de um
agrupamento monofilético, por outro, ele pode levar ao falso entendimento de o valor de
bootstrap refletir a seguranca na identificacdo da espécie. Basta imaginarmos, por exemplo,
um agrupamento de Homo sapiens com chimpanzé com valor de bootstrap de 100%. Apesar
de no exemplo adotado o significado do bootstrap parecer 6bvio, dada a nossa familiaridade
com as espécies escolhidas, isto ndo ¢ tdo Obvio na identificagdo de espécies com filogenias
menos conhecidas e com as quais temos menos familiaridade.

O critério recomendado por Hebert e colaboradores (2004), de diferenciar espécies
quando a divergéncia superar em 10 vezes a variacdo intraespecifica, apesar de parecer
promissor, carece de aplicagdo pratica imediata. Em primeiro lugar, a premissa basica, da
existéncia de uma estimativa da magnitude da variacdo intraespecifica no grupo estudado,
raramente ¢ satisfeita. Em segundo lugar, como ressaltado pelos proprios autores, esta
classificagdo pode ndo refletir a classificacao pré-existente. Como a defini¢do das espécies nas
listas de animais ameacados normalmente ¢ baseada em caracteristicas morfologicas ¢ preciso

avaliar caso a caso, incluindo a presenca de subespécies.
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Do ponto de vista pratico ¢ importante que o investigador entenda qual efetivamente ¢ o
nivel de identifica¢do alcancado e ainda que em algumas espécies so sera possivel de chegar
ao nivel de género o que muitas vezes sera suficiente para enquadrar um crime ambiental na
categoria correta.

No futuro, talvez, com a ado¢do do conceito filogenético de espécie (Avise &
Wollenberg, 1997), de nomes de espécies baseados em uma nomenclatura filogenética
(Cantino et al., 1999) ou de delimitagdes mais claras entre espécies (Sites & Marshall, 2003),
as identificacdes de espécies se tornem mais acuradas e faceis, requerendo menos
conhecimento prévio. Do ponto de vista analitico, com os recentes desenvolvimentos de
tecnologias genomicas cada vez mais eficientes envolvendo o sequenciamento de alto
desempenho em sistemas miniaturizados (ex. Paegel et al., 2002) provavelmente sera possivel

automatizar a identificacdo de espécies (Gaston & O’Neill, 2004).

1V.10 Mais um potencial problema na identificacdo de espécies usando seqiiéncias

Além dos potenciais problemas intrinsecos da técnica de identificacdo de espécies
usando seqiiéncias génicas, revisados no capitulo I, durante as analises ficou evidente mais
um potencial problema, também ndo abordado em publicagdes anteriores sobre o tema
(Parson et al., 2000; Branicki et al., 2003): os erros nas seqiiéncias do GenBank.

Trés tipos de erros foram observados:

(1) O erro que provavelmente seja o menos problematico sdo os erros de
seqiienciamento. Estes erros foram observados na seqiiéncia de cervo-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) obtida por Pitra e colaboradores (2004). Apesar dos diversos artigos
salientando este problema e indicando as diversas ferramentas disponiveis para soluciona-los

(Lawrence & Solovyev, 1994; Ewing & Green, 1998; Giddings et al., 1998; Walther et al.,
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2001), parece que o uso destas ferramentas ainda ndo estd muito difundido. Os erros
observados na seqiiéncia de cervo-do-pantanal ndo sdo capazes de impedir uma identificagdo
de espécies ou de causar uma identificacdo equivocada.

(2) Um dos erros potencialmente mais problematicos foi o observado na seqiiéncia
dos clones de Pecari tajacu identificados erroneamente como Tamandua tetradactyla,
provavelmente devido a uma contaminagdo. Lastimavelmente, os autores perceberam que a
seqiiéncia era “estranha”, mas ndo souberam identificar o problema, assumindo tratar-se de
NUMTs (Greenwood et al., 2001). Mesmo que fossem NUMTs, as seqiiéncias ndo deveriam
permanecer identificadas até hoje no GenBank como sendo de origem mitocondrial. O
minimo que se esperaria do autor de uma seqiiéncia como essa € que ndo assinalasse a origem
da seqiiéncia como mitocondrial, mas ndo foi isso o observado.

3) Enquanto era avaliado o potencial risco do porquinho-da-india (Cavia
porcellus) hibridizar com a pred (Cavia aperea) ou dessas espécies compartilharem
polimorfismos ancestrais, erros de identifica¢do da seqiiéncia no GenBank também pareceram
ainda mais problematicos. A julgar pelas seqiiéncias disponiveis, Cavia porcellus, com 11
seqiiéncias completas de cyth, parece perfeitamente monofilética. Cavia aperea, por outro
lado, tem uma seqiiéncia idéntica a Cavia tschudii (Figura IV.34). No artigo publicado pelos
autores das seqiiéncias, entretanto, nao foi isso o observado (Spotorno et al, 2004). A
explicagdo mais plausivel para essa incongruéncia ¢ que na hora de depositar uma das
seqiiéncias de C. tschudii, os autores copiaram e colaram, inadvertidamente, uma seqiiéncia
de C. aperea.

Uma identificagdo de espécies baseada unicamente na similaridade com uma seqiiéncia
disponivel no GenBank, assume o sério risco de a seqiiéncia estar incorretamente identificada.
Os erros encontrados no GenBank sdo mais um claro incentivo para a obtengdo de novas

seqiiéncias das espécies da fauna brasileira de interesse forense.
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gi|37954691|Cavia porcellus
gi|37909164|Cavia porcellus
gi|37909180|Cavia porcellus
gi|37954247|Cavia porcellus
gi|37954279|Cavia porcellus
gi|37954249|Cavia porcellus
gi|44662797|Cavia porcellus
— 0i|33321197|Cavia porcellus
— gi|37954245|Cavia porcellus
r gi|37954219|Cavia porcellus
gi|37909175|Cavia porcellus
gi|37954282|Cavia tschudii
gi|44662791|Cavia aperea
1 gi|44662795|Cavia tschudii
I gi|44662793|Cavia aperea

0.01
Figura 1V.34. Arvore filogenética das seqiiéncias completas de cytb do género Cavia

disponiveis no GenBank. A arvore ¢ semelhante a publicada por Spotorno e colaboradores
(2004), com excecdo da posicao da seqiiéncia de C. tschudii destacada em negrito. Segundo
os autores, esta seqliéncia ndo s6 ndo ¢ idéntica a de C. aperea, como ¢ mais similar a outra

seqiiéncia de C. tschudii. Arvore construida no Mega2, usando a distancia p e o algoritmo NJ.

1V.11 Identificacdo de espécies usando genes mitocondriais na entomologia forense

Para avaliar se os estudos de identificacdo de espécies de Diptera de importancia forense
(Catts & Haskell, 1991; Oliveira-Costa, 2003) desenvolvidos em outros paises poderiam ser
estendidos para as populacdes de moscas do Brasil, foram obtidas amostras de seis individuos
da varejeira Chrysomya albiceps, a espécie de maior importancia forense no sudeste e centro-
oeste do Brasil, coletados sobre carcagas de porcos.

A grande superioridade de cyth em relagdo a col no quesito abundancia no GenBank,
encontrada nos Amniota, inverte-se quando sdo estudados dipteros (Tabela III1.7). Neste
sentido ¢ interessante, por exemplo, comparar a abundancia de seqiiéncias entre as Tabelas
IV.1 e IV.7. Optou-se, portanto pelo uso do sequenciamento do gene col para estudar as

amostras obtidos.
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Figura IV.35. Varejeira Chrysomya albiceps, da familia Calliphoridae. As larvas desta espécie
costumam predominar em caddveres encontrados em grande parte do Brasil e sdo Uteis na

estimativa do “Intervalo Post-Mortem”.

Tabela IV.7: Numero de seqiiéncias de cytb e col da ordem e das duas familias de insetos de

maior importancia forense depositadas no GenBank. Tabela atualizada no dia 01.12.04.

Grupo cyth col

Diptera 596 4502
Calliphoridae 5 234
Sarcophagidae 0 37

A seqiiéncia da subunidade I da citocromo ¢ oxidase das moscas estudadas foi
exatamente igual aquelas isoladas na Africa e na Australia (Harvey e al., 2003b).

Apesar de terem sido obtidas seqiiéncias de apenas seis individuos de uma unica
espécie, estes resultados sugerem que a utilizagdo da col na identificacdo de insetos de
importancia forense sera eficiente e indicam ainda que os iniciadores sugeridos por Hebert e

colaboradores (2003) podem ser utilizados para tal fim.
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A% CONCLUSOES

A identificacdo de espécies baseada no sequenciamento e analise comparativa de trechos
dos genes mitocondriais citocromo b e subunidade I da citocromo ¢ oxidase mostrou ser uma
ferramenta eficiente e til para auxilar investigacdes forenses de crimes contra a fauna.

Entretanto, o poder da técnica em resolver com acuracia questdes de identificagdo
depende fundamentalmente da existéncia de um conhecimento da filogenia do grupo animal
estudado. Identificar a espécie de um felideo, por exemplo, é certamente mais facil do que
identificar a espécie de um grupo animal sobre o qual ndo existe qualquer estudo de filogenia
molecular.

A disponibilidade e abundancia de seqiiéncias destes genes mitocondriais no GenBank
também ¢ um aspecto crucial para uma identificacdo mais rdpida e precisa . Neste quesito,
certamente, o citocromo b mostra uma superioridade em relacdo a citocromo oxidase I como
ferramenta de identificagao.

Os poucos estudos filogenéticos feitos com alguns grupos de animais da fauna brasileira
podem tornar a identificagdo de espécies ameagadas extremamente demorada e imprecisa. Um
esfor¢co concentrado para a obtengdo de seqiiéncias de citocromo b de uma ampla gama da
diversidade faunistica brasileira, no entanto, poderia reduzir o tempo da identificagdo de um
vestigio. O presente trabalho buscou avancar nesse sentido, acrescentando conhecimento
filogenético e disponibilizando seqiiéncias de algumas espécies chave da fauna brasileira
visando facilitar o trabalho pericial da justica brasileira apontando ainda alguns grupos de
animais que demandam maiores estudos.

As andlises realizadas indicaram ainda que, ciente das limitagdes do uso dos genes
mitocondriais na identificagdo de espécies, ¢ possivel fazer uma identificagdo segura, se nao

da espécie, pelo menos do género investigado. Avaliando os fatores de risco, como a
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qualidade da seqiiéncia e a possibilidade de polifilia e de inser¢des nucleares, e fazendo uma
andlise filogenética que envolva a espécie em questdo com suas espécies proximas, a
identificacdo de espécies pode ser utilizada com seguranca para finalidades de investigagao
forense.

Por ndo haver diferenga significativa entre o citocromo b e o citocromo oxidase I no que
se refere ao contetido informativo para identificacdo de espécies, e ainda tendo em vista uma
abundancia significativamente maior de seqiiéncias de cytb no GenBank, recomenda-se que o
sequenciamento do citocromo b seja utilizado preferencialmente nos estudos de identificagao
de espécies com fins forenses. Recomenda-se ainda que as seqiiéncias disponiveis no
GenBank sejam cuidadosamente avaliadas, seja do ponto de vista dos pardmetros qualitativos
adotados na sua geracdo, seja do ponto de vista da ocorréncia de codons de parada (utilizando
o codigo mitocondrial), sempre que possivel consultando os artigos aos quais as seqiiéncias
depositadas sdo vinculadas. As andlises realizadas neste trabalho indicaram que
frequentemente uma andlise filogenética simples pode aumentar em muito a seguranga da
identificacdo da espécie sendo, portanto, altamente recomendada, principalmente em
situacdes de investigacdo criminal. Um resumo das sugestdes apresentadas encontra-se, de
forma esquematica, no Anexo L.

Por fim, este trabalho, por ter um foco de investigacdo forense, pretende estimular a
comunidade cientifica envolvida em estudos taxondmicos e evolutivos dos mais diversos
grupos animais, sobretudo aqueles mais vitimados nos crimes contra a fauna, a gerar e
disponibilizar no GenBank seqiiéncias de citocromo b ou mesmo amostras de suas espécies de
estudo para laboratorios devotados a investigagdo forense. Desta forma, além de aumentar o
conhecimento sobre a nossa rica biodiversidade animal, também serd feita uma importante

contribuicao no sentido de fomentar o combate eficiente aos crimes contra a fauna brasileira.
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Anexol: Fluxograma para identificacio de espécies usando genes mitocondriais

Siga o fluxograma de cima para baixo.

Quando a resposta for ndo, siga a seta para esquerda.
Em vermelho, passos sugeridos por Jacques, G.S. (2005)

Descrigdo, medidas e fotografias da amostra questionadal
—»Obtengdo de amostrag
no Zoologico| \4 i

[Extragdo do DNA (com ou sem maceragio no N, liquido)
Outros iniciado

A MLAmpliﬁcaqﬁo do cyth (col se for invertebrado)

IChecar em gel de agarose (1-1,5%)

Amplificou? Apenas uma banda?

Seqiiénciamento ambas as diregdes|

Montagem da seqiiéncial

Mais 250 pb com phred >207|

Selecdio das 20 espécies com maior “blast score”

|Alinhamento no clustalW e edi¢io no BioEdif

IConverter formato fasta do BioEdit em formato Mega|

v

{Auséncia de codons de parada e aminoacidos “ndo-esperados” (codigo mitocondrial)?]

v

|Analise filogenética (distincia e parcimdnea), no Mega e estudo da filogenia do grupo|

Seqiiénecia mais proxima com similaridade > 99% (p distance < 0,01),
lem um agrupamento monofilético, em um género totalmente representado?|

112

|Acrescentar o maior niimero possivel de seqiiéncias da espécie-alvo e das espécies proximas|

no dendrograma. Avaliagdo da possibilidade de ocorréncia de hibridos, introgressao, retencio|

lde polimorfismos ancestrais e “contato secundério”.

v

IConclusio (checar listas CITES e MMA atualizadas)|




Anexo II: Seqiiéncias obtidas.

Aves, familia Psittacidae
Amazona xanthops (papagaio-galego) AY669861

CTTTGGEGTCCCTCCTAGGAAT CTGCCTAACAACACAAAT CCTAACAGGECCTACTCCTAGCCGCCCATTACACTGC
AGACACCTCCCTAGCCT TCTCATCCGT AGCCAACATAT GCCGAAACGT ACAAT ACGECTGACT AAT CCGCAACCT
CCATGCAAATGGAGCCTCACTCTTCTTTATCTGCATTTACCTACATATCECCCCEEECT TCTACTACGECTCATA
CCTATATAAAGAAACCT GAAACACAGGAATTATCCTCCTCCTCACCCTTATAGCAACAGCCT TTGTAGGCTACGT
CCTACCA

Ara chloroptera (arara-vermelha) AY669858

CTTCGGEGTCCCTCTTAGGAAT CTGCT TAACAACACAAAT CCTAACAGGECCTACTCCTAGCTGCCCATTACACTGC
AGACACCTCTCTGECCTTCTCTTCTGT GECTAATATGT GT CGAAACGT ACAATATGGT TGACTAAT TCGAAACCT
CCATGCAAACGGAGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTACCT TCATATCGCCCGAGCCTTTTATTACGGCTCATA
CCTATACAAAGAAACCT GAAACACAGGTATCATCCTTCTACTTACCCTCATAGCCACAGCCTTTGT TGECTATGT
CTTACCA

Ara glaucogularis (arara-do-pescoco-vermelho) AY669859

TCCAACATCTCCGCATGATGAAACT TCGGAT CCCTCCTAGGAAT CTGCCTAACAACACAAATCCTAACTGECCTA
CTCCTAGCTGCCCATTACACTGCAGACACCTCCCTAGCCTTTTCTTCCGT GGCTAACT TATGT CGAAACGTACAA
TATGECTGACTAATTCGAAACCT CCATGCAAATGGAGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTATCTCCACATTGCT
CGAGGATTTTACTACGCECTCATACTTATATAAAGAAACCT GAAACACAGGTATCATCCTCCTGCTTACCCTCATA
GCCACTCCCTTTGTCGGT TATGTI TTTACCA

Ara macao (arara-vermelha) AY669860

TCCAACATCTCCGCATGATGAAACT TCGGATCCCTCTTAGGAAT CTGCT TAACAACACAAATCCTAACCEGTCTG
CTCCTAGCTGCCCATTACACTGCAGACACCTCTTTGECCTTCTCTTCTGT GGCCAATAT GT GT CGAAACGTACAA
TATGGI TGACTAATTCGAAACCT CCATGCAAATGGAGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTACCTTCATATCGCC
CGAGCCTTTTATTATGECTCTTACCTATACAAAGAAACCT GAAACACAGGTATCATCCTCCTACTTACCCTCATG
GCCACACCCTTTGTTGGT TATGTCCTACCA

Pionus maximiliani (maritaca-verde) AY 669862

CTTACAGGECCTACT CCTAGCCGCCCACT ACACCGCAGACACCT CTCTAGCCT TCTCATCCGT GECCAACATATGC
CGAAACGTACAATACGCECTGACT AATCCGCAACCT TCACGCAAACGCGAGCCTCACTCTTCTTCATCTGTATCTAC
CTACACAT CGCCCGAGCCTTCTACTACGECTCATATCTATACAAAGAAACCT GAAACACAGGAGT CATCCTCCTC
CTCACCCTTATAGCAACAG
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Mamiferos (Mammalia)

Blastocerus dichotomus (cervo-do-pantanal) AY886748

ATGACTAATATCCGAAAAACT CACCCACTAATAAAAAT TGTAAACAACGCATTCATTGACCTCCCAACTCCATCA
AACATTTCATCATGATGAAACTTTGGT TCTCTACTAGGAATTTGCTTAGT TTTACAAATCCTCACTGECCTATTC
TTAGCAATACACTACT CATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCATATCTGCCGAGATGTCAATTAT
GGTTGAATTATTCGATATATGCAT GCTAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCCTATTTATACAT GT GGGACERA
GGGECTATACTATGGATCATAT

Porgdo terminal do cytb (3”) (Verma & Singh, 2003) AY886749

TTCCATACATTGGCACAAACTTAGT TGAATGAAT TTGAGEEGEECT TTTCTGTAGATAAAGCAACT CTAACCCGAT
TCTTCCCTTTTCACTTTATTCTCCCATTCATTATTATAGCACT TGCTATAATCCACTTACTTTTCCTCCATGAAA
CAGGATCTAATAACCCAACAGGAAT CCCATCAGACACAGACAAAATTCCATTCCACCCTTACTACACCATTAAAG
ACATTCTAGGEECTCTGATTTTAATTCTTTTCCTAATACTATTAGTACTATTTACACCAGATCTACTCGGAGACC
CAGACAACTATACCCCAGCAAACCCACTTAATACCCCTCCTCATATTAAA

Cebus xanthosternos (macaco-prego-de-peito-amarelo) AY886750

ACCTCTTCCCGCAAAACATACCCACTAATAAAAATTATTAATAGCTCATTTATTGACCT CCCTACACCATCCAAC
ATCTCCTCCTGATGAAACT TCGGATCACT TCTAGGECGCCTGCCTAATAAT TCAAATCACCACAGECCTATTCTTA
GCAATACACTACACGCCAGACACCT CAACCGCCTTCTCTTCAGTAGCACATATCACCCGAGATATCAACTACGEC
TGAATAATCCGCCTCCTACACGCCAATGGTGCCTCCCTATTTTTTGTATGCTTATTCCT CCACAT CGECCGAGEC
CTCTACTACGGATCTTTTCTCTCTCTAAAGACCTGAAATAT CGGCACAAT CCTACT GCTAACAACAATAGCCACA
GCCTTTATAGGI TACGTATTGCCA

Herpailurus yaguaroundi (jaguarundi) AY886751

TTTTGGT TCCCTGT TAGGAGT CTGCCTAATCCTACAAAT CCTAACCGECCTCTTCCTAGCTATACACTACACATC
AGACACAACAACTGCCTTTTCATCAGT CACCCACATCTGCCGCCGACGT TAACTATGECTGAATTATCCGATACAT
ACATGCCTAACGGEEECCTCCATATTCTTTATCTGCT TGTACAT ACACGT AGGACGAGGAATATATTACGECTCCTA
CACCTTCTCAGAAACATGGAATATTGGAATTATACTACTAT TTACGGT CATAGCCACAGCCT TTATAGGATATGT
CCTGCCA

Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno) AY886752

GCTCCTTGCTAGGAGT CTGCCTAGI CCTACAAATCCTTACCGECCT TTTCCTAGCCATACACTACACATCAGACA
CAACAACTGCCTTCTCATCAGT CACTCACATCTGCCECGACGT CAACTATGECTGAATTATCCGATACATACATG
CTAACGGAGCTTCCATATTCTTTATTTGCCTATACATACACGT AGGACGAGGAATATACTACGECTCCTACACTT
TCTCAGAAACATGAAACATCGGAATTATACTATTATTTACAGT CATAGCCACAGCCTTCATAGGATACGT CCTAC

Mazama gouazoupira (veado-catingueiro) AY886753

CTTTGGITCTCTATTAGGAATTTGCT TGATCCTACAAAT CCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACATC
CGACACAATAACAGCATTCTCCTCTGT TACCCATATCTGCCGAGACGT CAATTATGGCTGAATTATCCGATATAT
ACATGCCAAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCCTATTTATACAT GT GGGACGAGECCTATACTATGGATCATA
CACTTTCCTAGAAACATGAAACATCGGAGTAATTCTCCTATTCACAGTGATA

Porgio terminal do cytb (3°) (Verma & Singh, 2003) AY886754:
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TCGAATGAAT CTGAGGAGCCT TTTCCGTAGACAAAGCAACCCTGACCCGATTCTTTGCTTTTCACTTTATTCTCC
CCTTTATCATCATAGCACTTGCTATAGICCATTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGATCTAATAACCCAACAGGAA
TCCCATCAGACGCAGATAAAATTCCATTTCACCCCTACTACACCATTAAAGACATTTTAGGCGCCCTACTCTTAT
TTCTATTCCTAATACTATTAGTIACTAT TCACACCAGACCT CCTCGCGAGAT CCAGACAACTACACCCCAGCAAACC
CACTCAATACTCCTCCTCATATTAAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCATACGCAATTTTA

Myrmecophaga tridactyla (tamandua-bandeira)

Haplotipo 1 AY886755:

CTTTGGECTCCCTACTAGGAATTTGCT TAATCATCCAAATCCTAACAGECCTTTTCCTAGCAATACATTATACATC
AGACACAATCACAGCATTCTCATCAGI TACCCACATTTGCCCEGACGT AAACTATGGT TGACTCATCCGT TACAT
CCACGCCAACGEEECCTCAATATTCTTCATATGTCTTTACT TACATGTAGECCGTGECTTGTATTACGECTCCTA
CCTATACATAGAAACT TGAAACAT TGGAGT CGTCCTCCTACTAGTAACTATAGCAACCGCAT TCATAGCCTATGT
CCTCCCA

Haplotipo 2 AY886756:

CTTTGGECTCCCTACTAGGAATTTGCT TAATCATCCAAATCCTAACAGECCTTTTCCTAGCAATACATTATACATC
AGACACAATCACAGCATTCTCATCAGI TACCCACATTTGCCGCEGACGT AAACTATGGT TGACTCATCCGT TACAT
CCACGCCAACGEEECCTCAATATTCTTCATATGTCTTTACT TACATGTAGECCGTGECTTATATTACGECTCCTA
CCTATACATAGAAACT TGAAACAT TGGEGEGT CGTCCTCCTACTAGTAACT ATAGCAACCGCAT TCATAGCCTATGT
CCTCCCA

Haplotipo 3 AY886757:

CTTTGGECTCCCTACTAGGAATTTGCT TAATCATCCAAATCCTAACAGGECCTTTTCCTAGCAATACATTATACATC
AGACACAATCACAGCATTCTCATCAGI TACCCACAT T TGCCCEGACGT AAACTATGGT TGACTCATCCGT TACAT
CCACGCCAACGEEECCTCAATATTCTTCATATGTCTTTACT TACATGTAGECCGTGECTTGTATTACGECTCCTA
CCTATACATAAAAACT TGAAACAT TGGAGT CGTCCTCCTACTAGTAACT ATAGCAACCGCAT TCATAGCCTATGT
CCTCCCA

Haplotipo 4 AY886758:

CTTTGGECTCCCTACTAGGAATTTGCT TAATCATCCAAATCCTAACAGGECCTTTTCCTAGCAATACATTATACATC
AGACACAATCACAGCATTCTCATCAGI TACCCACAT T TGCCGCEGACGT AAACTATGGT TGACTCATCCGT TACAT
CCACGCCAACGEEECCTCAATATTCTTCATATGTCTTTACT TACATGTAGECCGTGECTTATATTACGECTCCTA
CCTATACATAGAAACT TGAAACAT TGGAGT CGTCCTCCTACTAGTAACT ATAGCAACCGCAT TCATAGCCTATGT
CCTCCCA

Pecari tajacu (cateto) AY886759

CCCCATCAAACATTTCATCATGATGAAACT TCCGATCTCTCCTGGECAGI CTGCCTACTACTACAAATTCTAACAG
GCCTATTCCTAGCCATACACTACACACCAGATACAACCACCGECCTTTTCATCAGT AACCCACATCTGCCGAGACG
TAAACTACGCGATGAATTATCCGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATATTCTTCATCTGCCTCTTTATCCACG
TAGGCCGAGGACTATACTATGGEGT CCTACCTATTTCTAGAAACAT GAAACATCGGAGT TATTCTCCTACTAACAG
TAATAGCAACCGCCTTTATAGGATATGICCTACCA
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ABSTRACT

lllegal trade of birds is a serious problem in Brazil
that threatens the most uncommon and
endangered species. Animal dealers usually take
eggs from their natural habitat to developed
countries, where they are used as pets. In this
study we show the application of cytochrome b
gene sequencing as a mean of identifying the
bird species. DNA sequences from 58 eggs were
compared to public databases using BLAST.
New sequences, from phylogenetic related
species of the closest BLAST hits absent in
GenBank, were also obtained. Further
phylogenetic investigation was performed using
MEGA2 program. We identified 4 different
species, being 2 short-tailed parrots, 1 macaw
and 1 owl.

INTRODUCTION

llegal trade of animals is a global concern,
mainly in developing countries, such as Brazil,
where its huge biodiversity attracts wild animal
dealers.

The illegal trade of animals is usually focused on
a few sort of rare species, prompting their
extinction. The wild tropical species are often
taken to developed countries, where they are
used by the skin and pharmacological industries
or simply as pets.

The improvement of Brazilian legislation to
prevent those kinds of crimes in the last decades
is remarkable. The Justice, however, requires the
species identification, mainly to find out its origin
(native or exotic) and conservation status
(threatened or not).
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Although the animal species can be often
promptly assigned using a traditional taxonomic
approach, sometimes the remnants are only
blood, hair, feathers, teeth or other biological
samples that requires further investigation.

The molecular approach, using the mitochondrial
cytochrome b gene sequence (PARSON et al.,
2000) is the current method of choice, since its
large applicability, forensic validation (BRANICKI
et al., 2003) and the huge availability of this gene
sequences from many different animal species in
public databases.

Here we describe the species identification using
cytochrome b gene of 58 eggs confiscated by
Brazilian Federal Police in the northeastern
Brazil.

MATERIALS AND METHODS
Questioned Biological Samples:

We received fifty eight white and frozen eggs for
identification. The eggs were confiscated in the
state of Pernambuco and frozen after the
confirmation that the embryos were not alive,
probably by inadequate incubation conditions.
The eggs were opened and the embryos were
stored in ethanol at - 20° C untill extraction.
There was no apparent embryo in one of the
eggs, so we collected the yolk, which was stored
in the same way.

Reference Samples:

Reference samples were collected from
Amazona xanthops, Ara chloroptera, Ara
glaucogularis, Ara macao and  Pionus
maximiliani. The samples were 2 or 3 blood
drops stored on FTA paper, except for A.
glaucogularis, that were stored in ethanol and A.
macao, that were two feathers. The samples
were collected in the local zoo (Zooldgico de
Brasilia), except for A. glaucogularis, that was
collected in Rio de Janeiro Zoo.



DNA Extraction:

DNA was extracted from the samples using a
salt-chloroform technique described by
Mullenbach et al. (1989) and stored in TE (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0). Total DNA
was visualized in ethidium bromide stained
agarose gels and aliquots were diluted in ultra
pure water.

Amplification and purification:

A 358 bp fragment of the cytochrome b gene was
amplified using the primers and PCR conditions
described by Branicki et al. (2003). The
amplification products were visualized in ethidium
bromide stained agarose gels. Purification of the
amplified fragment prior to sequencing was
achieved using the EXO-SAP  method
(Exonuclease | and Shrimp Alkaline Phosphatase
digestion at 37° C).

Sequencing:

Chain termination sequencing using fluorescently
labeled dideoxynucleotides was performed using
Big Dye v. 3.1 kit (Applied Biosystems),
according to the manufacturer instructions.
Sequences were read in an ABI 377 sequencing
(Applied Biosystems).

Sequence Analysis:

Sequence quality was verified using phred
(EWING et al., 1998). Sequences with quality
values lower than 20 were not considered.
Similarity searches were performed using BLAST
(www.ncbi.nih.gov/BLAST). Alignments were
made using ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw)
and checked by eye in BioEdit (HALL, 1999).
Phylogenetic analyses were conducted using
MEGA version 2.1 (KUMAR et al., 2001).
Sequences obtained are available in the
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GenBank (accession numbers AY669858 to
AY669862).

RESULTS

We amplified a 358 bp fragment of cytochrome b
gene (cytb) from avian embryos, yolk, blood
(conserved both in ethanol and on FTA paper)
and feathers using the same extraction
procedure and PCR conditions. BLAST searches
appointed that most of the sequences obtained
were similar to cytb from parrots (PSITTACIDAE,
AVES). Alignment of the obtained sequences
with the PSITTACIDAE ones available in
GenBank and molecular phylogenetic analysis
showed four different patterns of sequences,
three of them within this taxon.

Group 1, comprising 50 sequences, was
intermediate between Pionus and Amazona
genus.

Group 2, comprising 4 sequences, was similar to
Amazona aestiva and Amazona ochrocephala
Xxantholaema.

Group 3, comprising 3 sequences, obtained from
the three larger eggs, was similar to Ara
ararauna.

Group 4, consisted of one egg from a non-
psittacidae; similar to owl sequences.

After these results, we decided to sequence the
cytb from the Ara ararauna macaw related
species (A. glaucogularis, A. chloroptera and A.
macao), in order to verify the cytb variability
within this genus and to confirm the assignment
of the eggs in the Group 3. We also sequenced
the cytb from Pionus maximiliani and Amazona
xanthops, in order to identify the group 1
sequences. These analyses confirmed that
Group 3 sequences were from Ara ararauna
(Figure 2) and showed that the Group 1
sequences were from Amazona xanthops (Figure
1). The phylogenetic analisys showed that the
Group 4 sequence was from Otus choliba owl
(Figure 3).
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1 9i|37575027|Pionus menstuus
i 1 gi|4099737|Pionus senilis
Pionus maximiliani cytb

— eggs 1-50 cytb
L Amazona xanthops cytb
gi|37574941|Amazona autumnalis
gi|37575066|Amazona amazonica
gi|37574957|Amazona finschi
gi|37575019|Amazona albifrons
gi|37780900|Amazona farinosa
gi|37574961|Amazona barbadensis
gi|37574965|Amazona arausiaca
gi|37574967|Amazona versicolor
gi|37780884|Amazona ochrocephala ochroce
gi|37574973|Amazona aestiva
gi|31074340|Amazona aestiva
gi|37780888|Amazona ochrocephala xanthol
eggs 51-54 cytb

—

0.01

Figure 1: Neighbor-Joining tree, using p-distances of cytochrome b nucleotide sequences, of 54 eggs and its
closely related short-tailed parrots species. Numbers after “gi” are the GenBank accession codes. Sequences in
bold were obtained from the eggs. Sequences without accession numbers were obtained during this investigation.

|: gi|31074342|Ara ararauna
gi|3169221|Ara arararauna

eggs 55-57 cytb

gi|33305115|Orthopsittaca manilata

Ara glaucogularis cytb

gi|33305105|Ara severa

| Ara macao cytb

L Ara chloroptera cytb

—
0.01

Figure 2: Neighbor-Joining tree, using p-distances of cytochrome b nucleotide sequences, of the 3 larger eggs and
its closely related macaw species. Numbers after “gi” are the GenBank accession codes. Sequence in bold was
obtained from the eggs. Sequences without accession numbers were obtained during this investigation.

gi|22797014|Otus choliba
gi|22796956|Otus choliba
gi|22796958|Otus choliba
gi|22796954|Otus choliba
gi|10312194|Otus choliba
i gi|10312192|Otus choliba
Egg 58 cytb
0i|22796998|Otus albogularis
gi|22797044|0Otus sanctaecatari
gi|22797042|Otus roboratus
— —— (i|24744635|Otus atricapillus

[ gi|10312184|Otus watsonii
gi|22796986|Otus usta

—
0.01

Figure 3: Neighbor-Joining tree, using p-distances of cytochrome b nucleotide sequences, of the owl egg and its
closely related species. Numbers after “gi” are the GenBank accession codes. Sequence in bold was obtained from
the egg number 58.
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Most similar species | Accession # | Similarity | Second most similar species | Accession # | Similarity
Eggs 1to 50 Amazona xanthops AY669861* | 99,1% Amazona amazonica 37575066 93,6%
Eggs 51to 54 | Amazona ochrocephala | 37780888 99,6% Amazona aestiva 31074340 99,2%
Eggs 55 to 57 Ara ararauna 31074342 98,8% Orthopsittaca manilata 33305115 92,7%
Egg 58 Otus choliba 10312194 99,2% Otus albogularis 22796998 93,2%
Box 1: Most similar cytochrome b sequences to the ones obtained from the eggs. (*) Sequence obtained in this
work.
DISCUSSION REFERENCES

The obtaining of cytb from yolk using a regular
DNA extraction method confirmed the sensibility
of the method, which had been already shown
using other kinds of tissues (BRANICKI et al.,
2003).

The absence of cytb sequences from Amazona
xanthops, Ara macao, Ara chloroptera and Ara
glaucogularis in GenBank by the time of the work
turned it more complicated and time-consuming.

The failure to clearly discriminate the Group 2
sequences from Amazona aestiva and Amazona
ochrocephala xantholaema sequences showed
the importance of further investigation on those
yellow-headed parrots, despite the work done by
Russelo & Amato (2003). The yellow-headed
parrots also showed how recently diverged
species (and subspecies) can difficult the species
identification by means of cytb without extensive
study of the species.

The suggestion that Amazona xanthops should
be replaced in the Salvatoria monotypic genus
(DUARTE & CAPARROZ, 1995) is corroborated
by the phylogenetic position of these species
related to other Amazona parrots.

Our phylogenetic analysis suggests that
Orthopsittaca manilata is a true macaw, between
Ara ararauna and the red macaws and should be
referred as Ara manilata, despite Sick (1993)
argumentation.

The cytb sequence proved to be a useful tool for
species identification but it also showed that its
usefulness is dependent on the basic molecular
phylogenetic knowledge.
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