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RESUMO

O comércio ilegal de animais silvestres é uma das grandes ameagas a
biodiversidade sendo que, no Brasil, as aves séo 0s animais mais visados.
O modus operandi do trafico de aves foi sendo alterado ao longo do tempo
e, atualmente, a retirada de ovos diretamente dos ninhos é bastante
praticada. Apds apreensdo, 0s ovos podem apresentar-se em condigdes
diversas: fecundado ou ndo, em decomposicdo, dessecado ou, muitas
vezes, ndo estar inteiramente disponivel, dispondo-se apenas de alguns
vestigios, como cascas quebradas. Tais situagbes podem limitar a
disponibilidade de DNA ou torna-lo altamente degradado. Este estudo
objetivou a proposicdo de um protocolo padrdo a ser utilizado na
identificacdo de espécies de aves em ovos apreendidos em quaisquer
situacGes. Foram realizadas analises in silico para determinar os tamanhos
de fragmentos do gene citocromo oxidase | (COI) que podem ser bons
marcadores buscando verificar a utilidade de um marcador de DNA para
identificacdo de espécies de psitacideos, um dos grupos cujos ovos sdo
alvos frequentes do trafico no Brasil. A partir desses resultados, foram
definidos primers para os fragmentos de COI de 164, 405 e 747 pares de
base (pb) para utilizacdo na padronizacdo de protocolos de analise de
DNA em ovos. Foi padronizado um protocolo de extracdo e amplificacéo
de DNA a partir de ovos de codorna. Em seguida, o protocolo foi testado
em ovos submetidos a diferentes condi¢Ges adversas que podem ocorrer
a partir do trafico: ovos dessecados, em decomposi¢do, cascas de ovos
guebradas e fluido de ovo depositado em diferentes substratos. Em todas
as situacdes simuladas foi possivel amplificar mini-barcodes (164 pb),
sendo necessario 0 uso de DMSO 3% como adjuvante na PCR em
algumas amostras, principalmente de cascas quebradas. A amplificacdo
de fragmentos barcode (947 — tamanho maior para codorna em relacédo a
maioria das aves — e 405 pb) obteve menor sucesso em amostras de ovos
em decomposi¢do, cascas quebradas e fluido de ovo em quatro dos oito
substratos testados, podendo ser um indicativo de degradagdo do DNA.
Por fim, o protocolo foi aplicado em amostras de ovos apreendidos pela
Policia Federal resultando na identificacdo de 30 dos 31 ovos analisados
como Graydidascalus brachyurus (curica-verde). Assim, o protocolo
desenvolvido neste estudo se mostrou uma ferramenta amplamente
aplicavel e funcional que pode auxiliar no combate a crimes contra a
fauna.

Palavras-chave: Analise molecular. Citocromo oxidase I. Crimes contra
a fauna. Forense. Simulagdes forenses.






ABSTRACT

The wildlife ilegal trade is one of the current major threats to biodiversity
and in Brazil birds are the animals more aim for this activity. The birds
illegal trade’s modus operandi was altered over time. Currently, the
withdrawal of eggs directly from the nests is fairly frequent. After seizure,
eggs may be presented under different conditions: fertilized or not, rotten,
dry or, often, not entirely available, with only a few trace, such as broken
shells. Such situations may limit the DNA availability or make it highly
degraded. This study aimed proposing a standard protocol to be used in
the bird species identification in seized eggs in any situations. In silico
analyzes were performed to determine the cytochrome oxidase | (COI)
fragments sizes which can be good markers in order to check the
usefulness of a DNA marker for psittacines species identification, one of
the groups whose eggs are highly targeted by trafficking in Brazil. From
these results, primers were defined for the COI fragments of 164, 405 and
747 base pairs (bp) for use in the eggs DNA analysis standardization. A
DNA extraction and amplification protocol was standardized from
poultry eggs previously approved as the biological model of the study.
The protocol was then tested on eggs subjected to different adverse
conditions that may occur as: dried and decomposing eggs, broken egg
shells and egg fluid deposited on different substrates. In all simulated
situations it was possible to amplify mini-barcodes (164 bp), requiring the
use of 3% DMSO as an PCR adjuvant in some samples, mainly broken
shells. Barcode fragments amplification (947 — larger size for quail
compared to most birds —and 405 bp) was more compromised in samples
of rotten eggs, broken shells and egg fluid on four of the eight substrates
tested, possibly because the DNA degradation. The protocol was applied
in samples of seized eggs by the Federal Police resulting in identification
success of 30 of the 31 eggs analyzed as Graydidascalus brachyurus
(short-tailed parrot). Thus, the protocol developed in this study proved to
be a widely applicable and functional tool wich can assist to combat
wildlife crimes.

Keywords: Case-type samples. Cytochrome oxidase 1. Forensic.
Molecular analysis. Wildlife crime.
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1 INTRODUCAO

Na madrugada do dia 15 de maio de 2018 a Policia Federal da
Superintendéncia Regional do Amazonas (SR/PF/AM) apreendeu, no
Aeroporto Internacional de Manaus, 32 ovos que eram transportados por
um homem envoltos em papel toalha e meia fina e amarrados a sua cintura
(Figura 1). Os ovos foram encaminhados ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e,
posteriormente, ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA)
a fim de compor a colecdo zooldgica da Instituicdo. Os ovos estavam
invidveis provavelmente devido as condi¢bes do trafico e tempo
decorrido entre a apreensdo e destinacdo e sua manutencdo em ar
condicionado durante esse periodo’. Um destes ovos encontrava-se
quebrado e acabou sendo descartado.

Figura 1. Ovos apreendidos pela Policia Federal no Aeroporto Internacional de
Manaus/AM.

Fonte: SR/PF/AM (2018).

! Contato com Dr. Mario Cohn-Haft (INPA) via aplicativo de mensagens.
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N&o é a primeira vez que esse tipo de apreensao ocorre no Brasil.
No entanto, ha poucos trabalhos cientificos que relatam e estudam o
trafico de ovos no Pais (CARVALHO, 2012; D’AMATO; NETO;
MARIA, 2009; GONCALVES et al., 2015; JACQUES, 2005) e rotas do
Brasil para o exterior (BARTOLO, 2013)..

Atualmente a legislacdo brasileira é baseada nos seguintes
parametros legais utilizados no combate a crimes contra a fauna: a Lei
5.197 (BRASIL, 1967), a Lei 9.605 de Crimes Ambientais (BRASIL,
1998), a Convengdo Internacional sobre o Comércio de Espécies da Fauna
e Flora Ameagadas de Extingdo (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora - CITES), instaurada no
Brasil pelo Decreto N° 3.607 (BRASIL, 2000), o Decreto N° 6.514
(BRASIL, 2008a) e a Portaria N° 444 (MMA, 2014) que apresenta a Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingéo.

A Lei de Crimes Ambientais define crimes contra a fauna, em seu
Artigo 29, como “Matar, perseguir, cagar, apanhar, utilizar espécimes da
fauna silvestre, nativos ou em rota migratéria, sem a devida permissao,
licenca ou autorizagdo da autoridade competente, ou em desacordo com a
obtida". Esta mesma Lei sentencia o crime com pena de detencdo ou
multa “aumentada de metade, se o crime ¢ praticado contra espécie rara
ou considerada ameacada de extingdo". A determinacdo de espécie
ameacada € dada a partir da Portaria N° 444, que apresenta a lista de
espécies ameacadas de extingdo em ambito nacional e listas estaduais
oficiais de espécies ameacadas de extingdo. A partir dos anexos CITES ¢
possivel identificar espécies de captura e venda proibidas. Dessa forma,
identificar corretamente as espécies apreendidas é crucial para a
aplicabilidade da Lei e dosimetria de pena.

Entre os principais obstaculos em conter o trafico de animais
silvestres estd a dificuldade na correta identificacdo taxonémica
(CARVALHO, 2014; REHMAN et al., 2015). N&o é incomum que casos
de apreensdo resultem em espécies nao identificadas. Na Australia (dados
de 1994 a 2007), 20% dos casos de trafico de animais silvestres ndo
tiveram a espécie dos individuos identificada e a maior parte dessas
situacGes foi relativa ao comércio ilegal de ovos de animais silvestres
(ALACS; GEORGES, 2008). No Brasil, em andlise de dados
correspondentes a oito anos seguidos de registros, um nimero de quase
500 espécimes entre 0s 15.000 animais apreendidos ndo teve sua espécie
identificada (PIMENTEL; SANTOS, 2009).

Através de analise dos registros de pericias de crimes contra a
fauna conduzidos pela Policia Federal brasileira entre 2013 e 2014, Reis
etal. (2016) encontraram que 43,32 % foram referentes ao uso da genética
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na identificacdo de espécies, de individuos, origem geografica e
paternidade, ndo havendo distingdo entre elas. Portando, ndo ha dados
sobre o0 uso especifico de identificacdo genética de espécies no Brasil,
tampouco em ovos de aves. Na literatura cientifica, apenas dois estudos
relatam o uso da identificacdo genética de espécies em ovos de aves para
geracdo de laudos periciais oficiais no Brasil (CARVALHO, 2012;
JACQUES, 2005).

Técnicas moleculares e pesquisas em biotecnologia vem sendo
cada vez mais aprimoradas para uso nos campos forense e de conservagao
da biodiversidade (CORLETT, 2017; GUNN; WALSH; ROUX, 2014).
Apesar disso, a identificacdo morfoldgica de ovos apreendidos é uma
recomendacdo do Grupo de Trabalho Forense (Forensic Working Group
- FWG) do Reino Unido (FWG, 2014). No entanto, ha grandes
dificuldades desse tipo de identificacdo acarretadas pela diversidade, em
termos de morfologia, que pode ser observada em ovos de uma mesma
espécie de ave (STODDARD et al., 2017).

A validacdo de protocolos de analise de DNA é definida como “(...)
processo pelo qual um procedimento é avaliado para determinar sua
eficacia e/ou confiabilidade para uso em analises forenses ou de bancos
de dados.” (SWGDAM, 2016, p. 4). Assim, fornece um desempenho
minimo para garantia de qualidade de laudos forenses, critérios da anélise
e garantia de uso de diretrizes e melhores préticas laboratoriais
(BUDOWLE et al., 2005).

As etapas de uma validagdo de protocolos de anélises moleculares
para uso forense incluem diferentes testes que devem ser aplicados
conforme a analise que se deseja validar, como a caraterizacdo de
marcadores moleculares, estudos populacionais, testes de sensibilidade,
especificidade, estabilidade, repetibilidade, reprodutibilidade, simulag&o
de situacdes forense, analise de misturas, padronizacdo de PCR e ensaios
de sequenciamento, além de verificagbes no funcionamento de
equipamentos e avaliagdo de contaminac@es, estes Ultimos necessarios
para validacédo interna de protocolos (SWGDAM, 2016). Para cada uma
dessas etapas, experimentos especificos devem ser realizados, tendo
como padrao geral: extragdo, quantificacdo, amplificacdo e detecgdo de
acidos nucleicos, estando disponiveis, atualmente, diferentes técnicas
para cada ensaio necessario (BUTLER, 2011).

Existem protocolos indicados para diferentes usos e tipos de
amostra. Entretanto, ndo ha indicacdo de protocolos padrdo a serem
utilizados em analise de DNA de ovos (MINAKSHI et al., 2013). Embora
estudos tenham obtido sucesso na identificacdo genética de espécies na
maioria dos ovos analisados (CARVALHO, 2012; COGHLAN et al.,
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2012; GONGALVES et al., 2015; JACQUES, 2005; JOHNSON, 2010),
todas as andlises foram realizadas a partir do embrido ou anexos
embrionarios e ndo ha informacéo da histéria do tréfico destes ovos e
condi¢des em que se encontravam. Também ndo ha correspondéncia entre
os protocolos de extracdo de DNA utilizados e entre os marcadores
escolhidos. Assim, ndo ha& padronizacdo, tampouco validacdo dos
processos, 0 que pode colocar em ddvida qual a melhor forma de se
identificar espécies em ovos, sendo um problema para peritos, que ndo
dispde de tempo para testes e repeticoes.

11 MARCADORES PARA IDENTIFICACAO MOLECULAR
DE ESPECIES: PRIMEIRO PASSO PARA A PADRONIZACAO

A identificacdo de espécies baseada em caracteres morfologicos é
padrdo em diversos tipos de estudos. No entanto, principalmente na area
forense, nem sempre é possivel identificar corretamente uma espécie com
base nestes critérios dadas as diversas partes animais utilizadas como
evidéncias bioldgicas (IYENGAR, 2014; UNODC, 2016). A necessidade
de taxonomistas especialistas em cada taxon envolvido pode elevar os
custos de manutengdo de profissionais e 0 tempo necessario para
reconhecimento da amostra (GARRIDO; RODRIGUES, 2016; UNODC,
2016). Ademais, Gaur et al (2012) citam um caso em que a identificacéo
morfolégica de um caso de trafico de fauna, mesmo realizada por
especialista, foi equivocada. Assim, a identificacdo molecular de espécies
surgiu como uma alternativa em amostras forenses (CARVALHO, 2017).

Apesar disso, a identificacdo taxondmica através de caracteres
morfoldgicos é extremamente importante para garantir a confiabilidade
dos resultados obtidos na identificagdo molecular. Isso porque a
identificacdo molecular de espécies necessita da prévia padronizagéo dos
dados moleculares usados na comparacao, que deve ser realizada a partir
de amostras de espécimes referéncia identificados por taxonomista
especialista no taxon (NUNEZ-RODRIGUEZ et al., dados em
publicacdo).

Ao longo dos anos, diferentes técnicas moleculares foram sendo
padronizadas para uso em identificacdo de espécies, como a deteccdo
imunoistoquimica de proteinas (CUTRUFELLI et al., 1988), utilizacdo
de sondas de oligonucleotideos e slot blot (HUNT; PARKES; LUMLEY,
1997), Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (do
inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) (MEYER et
al., 1995) e sequenciamento de fragmentos de genes, em especial 0s
mitocondriais (BATAILLE et al., 1999).
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O genoma mitocondrial (MtDNA) é composto por um total de 37
genes: 13 codificadores de proteinas, 02 relacionados a subunidades
ribossomais e 22, a RNAs transportadores. O tamanho varia entre
algumas espécies, visto que os genes podem ter comprimentos diferentes,
assim como a ordem dos genes também difere entre alguns taxons
(PEREIRA, 2000). Dessa forma, o tamanho do mtDNA em animais varia
entre 13 e 19 kb (SACCONE et al., 1999). Um esquema geral do genoma
mitocondrial de metazoarios pode ser visto na Figura 2, bem como
variagOes possiveis entre diferentes linhagens.

Genes mitocondriais sdo alvos na identificacdo de espécies animais
por serem de origem uniparental?> e estarem presentes em grande
quantidade nas células, facilitando a recuperagcdo do DNA molde (ARIF;
KHAN, 2009; TAHIR; AKHTAR, 2015). Além disso, auséncia de
introns, evolucdo rapida e menor acimulo de mutagdes deletérias sdo
caracteristicas evolutivas dos genomas mitocondriais de metazoarios
importantes para identificacdo de espécies (RUBINOFF, 2006; TAHIR;
AKHTAR, 2015). Na area forense, o formato circular do mtDNA é uma
vantagem, visto que o torna menos suscetivel & degradagdo por
endonucleases (FORAN, 2006; ISENBERG, 2002).

2 A origem materna do DNA mitocondrial torna os genes ausentes de
recombinagdo. Estudo recente mostrou que a transferéncia de mitocéndrias
paternas ocorre em humanos (LUO et al., 2018).
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Figura 2. Organizacdo do genoma mitocondrial em animais. A: organizacdo geral do DNA mitocondrial de metazoarios,
demonstrando o posicionamento dos genes nas fitas interna e externa. B: representagdo esquematica do genoma mitocondrial
linearizado demonstrando variagdes de tamanho do genoma, comprimento e posic¢ao dos genes entre diferentes grupos animais.
As porgdes coloridas indicam modificacdes em relagdo ao mtDNA de Eutheria. RNAs transportadores estdo indicados pelo
aminoacido que cada um transporta.
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A evolucdo ocorre de formas distintas entre os diferentes genes
mitocondriais, levando a uma composicdo de bases completamente
variavel entre linhagens, tornando possivel a percep¢do das divergéncias
intra e interespecificas (SACCONE et al., 1999). Diferentes genes
mitocondriais sdo conhecidos por sua utilizacdo na identificacdo de
espécies animais, como 0 RNA ribossomal subunidade 12 (12S rRNA),
RNA ribossomal subunidade 16 (16S rRNA) (KITANO et al., 2007),
citocromo b (Cyt b) (PARSON et al., 2000) e citoromo oxidase | (COI)
(HEBERT et al., 2003). Os dois ultimos sdo os alvos principais de
identificacdo de espécies utilizando mtDNA (CARVALHO, 2017,
IYENGAR, 2014).

A escolha do marcador para identificacdo de espécies gera
controvérsias em alguns grupos taxondmicos quanto a qual é mais
representativo, principalmente entre Cyt b e COI (ROSSI et al., 2017;
TOBE; KITCHENER; LINACRE, 2009). O COI é amplamente utilizado
devido ao esfor¢o de geracao de sequéncias de DNA de diversas espécies
e deposito em bancos de dados publicos, principalmente apds a
proposicio da por¢io 5° desse gene como DNA barcode® (HEBERT et
al., 2003; HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003) e cria¢éo
do Barcode of Life Data Systems (BOLD) (RATNASINGHAM,;
HEBERT, 2007). No entanto, Foran, Fischer e Stoloff (2015)
demonstraram que os genes Cyt b e COI séo igualmente eficientes na
identificacdo de muitas espécies de mamiferos, peixes, aves, répteis ndo
aviarios, anfibios, insetos, artropodes e anelideos. Considera-se como
uma vantagem de Cyt b a possibilidade de amplificar fragmentos menores
de DNA e, mesmo assim, informativos (FORAN; FISCHER; STOLOFF,
2015). Entretanto, diversos estudos demonstraram a eficiéncia dos mini-
barcodes de COl (HAJIBABAEI; MCKENNA, 2012; KHAN et al.,
2018; MEUSNIER et al., 2008; PATEL et al., 2010). Ademais, COI
possui regifes mais conservadas que permitem o desenho de primers
universais que abrangem uma maior gama de taxons em comparagdo ao
Cyt b, aumentando as chances de sucesso na identificacdo de amostras
desconhecidas (FORAN; FISCHER; STOLOFF, 2015).

O gene COI codifica um total de 219 aminoéacidos. Destes, 99 sdo
altamente varidveis entre grupos animais (PENTINSAARI et al., 2016).
A conservacdo do mtDNA é mantida pelas substituicGes sinénimas, no
entanto, a presenca de mutagdes nao-sinbnimas é notavel no genoma
mitocondrial animal, contribuindo com sua caracteristica de alta

% Regido do genoma de tamanho padronizado que permite a identificacdo de
espécies e pode ser amplificada a partir de primers universais.
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diversidade entre espécies (JAMES; PIGANEAU; EYRE-WALKER,
2016). A variabilidade observada em COIl é dada por mutacGes nao
sinbnimas presentes principalmente em regides distantes das porgoes
responsaveis pelo ancoramento da enzima na membrana celular, interacdo
com as demais subunidades e sitio catalitico, pois estas sdo extremamente
conservadas, dada a funcdo vital que exercem (PENTINSAARI et al.,
2016).

Dawnay et al. (2007) validaram o uso de COI para investigacdo
forense de animais vertebrados a partir de amostras de sangue e masculo
de mamiferos, aves e peixes submetidas a condicdes diversas. Embora o
tamanho do fragmento de COI utilizado como barcode seja adequado
para ensaios forenses, pode haver falha quando ha pouca quantidade de
DNA ou DNA muito degradado. Uma alternativa é a utilizacdo de primers
universais para amplificacdo de fragmentos menores, com
aproximadamente 100 a 300 pb, renomeando a técnica, entdo, como DNA
mini-barcode (HAJIBABAEI et al., 2006; HAJIBABAEI; MCKENNA,
2012).

Em analises forenses de crimes contra a fauna a eficicia da
metodologia de DNA barcoding foi demonstrada por Dalton e Kotze
(2011), em analise de carcacas de antilope e de carne; por Jeong et al.
(2013) e Rehman et al. (2015) em investigacdo de venda de carne de
répteis; por Abe, Hayano e Inoue-Murayama (2012) e Carvalho (2013)
em andlise de penas e por Johnson (2010) e Gongalves et al. (2015) em
andlise de ovos. Porém, diversos destes trabalhos citam a necessidade de
utilizar mini-barcodes quando ha falha na amplificagdo de algumas
amostras.

1.2 COMPLEXIDADE DE ANALISES MOLECULARES EM
OVOS DE AVES

Os ovos sdo alvo da curiosidade humana desde muitos anos e
estudos empiricos datam do século XVIII, seguidos por pesquisas
cientificas ainda no século XIV, resultando em grande conhecimento e
muitas perguntas sobre aspectos diversos dos ovos (BIRKHEAD, 2016).
J& diziam Purcell, Hall e Coardso (2008) “Bidlogos podem aprender
muitas coisas sobre espécies de aves a partir de seus ovos” (tradugao livre
de “Biologists can learn many things about bird species from their eggs”).
Geneticistas forense também.

O vitelo (ou gema do ovo) esta contido no citoplasma de uma Gnica
célula a fim de suprir as necessidades do embrifo. E onde se inicia o
desenvolvimento embrionério a partir da blastoderme, regido da célula
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chamada blastodisco antes da fecundagdo (Figura 3) (EGLOFF et al.,
2009). A recuperacdo de DNA nuclear no blastodisco é bastante dificil
(EGLOFF et al., 2009). Entretanto, a identificacdo de espécies é baseada
em DNA mitocondrial e na gema ha um nUmero consideravel de
mitocOndrias devido a grande quantidade de lipideos que precisam ser
consumidos através da f-oxidacdo (GURAYA, 1989; RICKLEFS, 1977).
Assim, esta parte do ovo pode resultar em bom rendimento de mtDNA.

Na membrana da casca (Figura 3) ndo é descrita a presenca de
células, sendo composta principalmente por proteinas (95%),
carboidratos (2%) e gorduras (3%) (BOARD; SPARKS, 1991), sendo em
torno de 10% de colageno (HINCKE et al., 2012). Qualquer contetido
interno do ovo é fonte potencial de DNA devido ao processo de formagéo
do ovo, onde células do trato reprodutivo da fémea podem ser aderidas a
formagdo de cada camada. Contudo, a quantidade pode ser bastante
reduzida (LEE; PRYS-JONES, 2008).

Figura 3. Partes do ovo.
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A composicao dos ovos das aves varia de diversas formas: entre
tipos de desenvolvimento (precocial, altricial e seus espectros)
(BIRCHARD; DEEMING, 2015; RICKLEFS, 1977), estagio de
desenvolvimento do embrido (NOBLE, 1991; ORLOWSKI et al., 2016),
entre espécies (ORLOWSKI et al., 2016; RICKLEFS, 1977) e entre
individuos de uma mesma espécie, seja dentro da mesma populacio ou
de origens geograficas distintas (RUUSKANEN et al., 2011). Tal
variagdo ocorre em nivel de composicdo quimica, quantidade de
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elementos de composicdo e caracteristicas de cada parte do ovo
(BUCHER, 1983; GURAYA, 1989; ORLOWSKI et al., 2016). Ademais,
tem relacdo direta com o investimento reprodutivo individual de cada
fémea (BIRKHEAD, 2016; D’ALBA et al., 2010; RUUSKANEN et al.,
2011).

Fémeas influenciam diretamente a composi¢do dos ovos devido a
fatores intrinsecos a sua fisiologia e fatores ambientais, onde a
disponibilidade de alimentos determina o quanto a fémea conseguira
investir nos ovos (BIRKHEAD, 2016; HARGITAI et al., 2009). Além
disso, elas investem mais ou menos no desenvolvimento de um ovo de
acordo com a qualidade do macho e possibilidade de sobrevivéncia da
prole (BIRKHEAD, 2016).

Hormdnios* podem ser depositados em maior ou menor quantidade
em um ovo dependendo da idade do macho (MICHL et al., 2005). O
investimento em deposito de lisozima® depende da atratividade do macho
e também seu comportamento, sendo que ovos de machos poligamicos
recebem menos lisozima em relagcdo aos ovos de machos monogamicos
(D’ALBA et al., 2010). As qualidades do macho, aparentes através de
suas caracteristicas fisicas, sdo tidas como indicativo da probabilidade de
sobrevivéncia dos filhotes e, por isso, 0 investimento diferenciado da
fémea. Além disso, outro fator que influencia o quanto uma fémea investe
em seus ovos € a sua possibilidade de escolha do macho, dado que elas
investem mais em ovos de machos que escolheram para acasalamento
(BIRKHEAD, 2016).

Tais caracteristicas dos ovos o0s tornam amostras complexas para
andlises de DNA devido a presenca de varios componentes inibidores de
PCR, como proteinas, lipideos, hormdnios e anticorpos (SCHRADER et
al., 2012; WILSON, 1997). A qualidade das amostras € fortemente
influenciada pelo protocolo de extracdo de DNA (DEMEKE; JENKINS,
2010) e a utilizacdo de reagentes especificos, como o cloreto de litio,
podem otimizar a extracdo de acidos nucleicos em ovos (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). Assim, ndo ha um protocolo de extracédo
de DNA padrdo que seja eficiente para todos os tipos de amostras
biolégicas (EL-ASHRAM; AL; SUO, 2016). Atualmente hd grande

4 Alguns hormonios tém relagdo direta com a protecéo do embrido contra radicais
livres formados durante o metabolismo de lipideos.

° Embora ndo haja um sistema imune nos ovos, eles recebem diversos
componentes da fémea, como proteinas antimicrobianas (como a lisozima) e
anticorpos, que auxiliam na protecdo do ovo durante a incubagéo.
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disponibilidade de opg¢des entre kits, métodos alcalinos, organico, em
colunas, entre outros (SAMBROOK; GREEN, 2012).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para quantificacdo e
qualificagdo de 4cidos nucleicos apds extracdo, como corrida
eletroforética em gel de agarose, espectrofotometria (LINACERO;
RUEDA; VAZQUEZ, 1998; SAMBROOK; GREEN, 2012), PCR em
tempo real (ANDREASSON et al., 2006; SWANGO et al., 2006) e
amplificacdo de diferentes tamanhos de fragmentos por PCR
convencional (ALAEDDINI; WALSH; ABBAS, 2010). Pode-se utilizar,
ainda, equipamentos especificos como o BioAnalyzer® (DAMGAARD
et al., 2015). Entretanto, resultados efetivos sobre a possibilidade de se
realizar ou ndo ensaios moleculares com amostras complexas sdo dados
pelo sucesso ou insucesso destes ensaios (MATLOCK, 2015).

Mesmo em amostras de baixa qualidade, a analise de DNA nao se
torna impossivel visto a possibilidade de uso de diversas substancias
consideradas adjuvantes na PCR (FRACKMAN et al., 1998), entre elas
Formamida em concentracgdes entre 1,25 e 10%, DMSO, entre 1 e 10%,
Tween-20, entre 0,25 e 1%, cloreto de potassio (KCI), entre 35 e 100 mM,
magnésio (Mg?*), entre 0,5 e 5 mM, sérum albumina bovina, entre 10 e
100 pg/mL e betaina, entre 0,5e 2,5 M (LORENZ, 2012). O DMSO e a
Formamida atuam na PCR facilitando a hibridizacdo dos primers e,
consequentemente, reduzindo a formagao de produtos inespecificos e de
dimeros de primers, enquanto que o Tween-20 diminui os efeitos
inibitérios do SDS, mas pode levar & amplificacdo de produtos
inespecificos por diminuir o rigor dos primers (LORENZ, 2012). Dessa
forma, testar diferentes reagentes para extragdo e amplificacdo de DNA e
padronizar os protocolos para amostras especificas sdo importantes
estratégias em amostras forenses (MELTON; HOLLAND; HOLLAND,
2012).

1.3 A IMPORTANCIA DAS SIMULACOES DE CASOS REAIS
DE COMERCIO ILEGAL DE OVOS DE AVES

Em todas as espécies de aves, quando na natureza, ha falha na
eclosdo em cerca de 10% dos ovos (KOENIG, 1982). Essa taxa é maior
em espécies ameacadas de extin¢do, dado que as populagdes sdo menores,
mais isoladas e a taxa de endogamia aumenta (HEMMINGS; WEST;
BIRKHEAD, 2012). Quando a incubagdo ocorre em cativeiro, esse
nUmero é ainda maior, variando conforme a espécie e podendo chegar a
85% de falha (FRANCISCO; VALDUGA; MOREIRA, 2014;
HEMMINGS; WEST; BIRKHEAD, 2012).
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Entre os motivos da auséncia de eclosdo esta a falha na fecundacéo
(BIRKHEAD et al., 2008). Mesmo na nhatureza, € comum encontrar aves
incubando ovos néo fertilizados, visto que é possivel que espermatozoides
sejam inférteis (REDING, 2015). A taxa de ovos nao fecundados em uma
ninhada pode chegar a 50% em algumas espécies (ORLOWSKI et al.,
2016). A infertilidade pode estar relacionada a varios fatores, como
incompatibilidade genética causada por endogamia (HEMMINGS;
WEST; BIRKHEAD, 2012; KOENIG, 1982), taxa de fecundidade anual
(MARTIN, 1987), estacdo do ano, nutri¢cio das aves e tempo dedicado ao
acasalamento (MIAZI et al., 2012). Isso torna possivel que ovos retirados
da natureza por traficantes ndo eclodam por auséncia de embrido.

As aves possuem estratégias para aumentar a taxa de fecundidade.
Entre elas estd a poliandria®, que aumenta a quantidade de
espermatozoides disponiveis, além de garantir que a fecundacdo aconteca
mesmo que um macho tenha espermatozoides inférteis ou tenha genética
incompativel com a fémea (REDING, 2015). A monogamia, por outro
lado, é um dos fatores que aumenta o sucesso na eclosdo dos ovos, visto
gue menos machos cuidando de ovos pode aumentar o sucesso na eclosdo,
pois diminui o0 estresse por interacdo social e 0 excesso de troca de
individuos na incubacdo, que pode prejudicar a manutencdo da
temperatura e umidade (KOENIG, 1982). Considerando que tanto a
monogamia quanto a poliandria possuem vantagens, algumas espécies de
aves se utilizam de ambas estratégias, como é o caso de muitos
psitaciformes (FERNANDES, 2015).

Além da infertilidade, ovos podem néo eclodir por falha no
desenvolvimento do zigoto ap6s fecundacdo ou problemas ocorridos
durante a incubacao que levaram a morte do embrido (BIRKHEAD et al.,
2008). Enquanto que falhas na fecundac&o estéo relacionadas diretamente
a qualidade do macho, falhas no desenvolvimento do évulo fecundado
estdo relacionadas a qualidade da fémea (HEMMINGS; WEST;
BIRKHEAD, 2012).

Auséncia de eclosdo de ovos pode ocorrer em qualquer estagio de
desenvolvimento, mas sdo mais comuns em estagios iniciais tanto pela
exposicdo a condigdes adversas (BEISSINGER; COOK; ARENDT,
2005), quanto pela possibilidade de incompatibilidade genética, que afeta
tanto sucesso na fecundacao quanto o desenvolvimento inicial do embrido
(HEMMINGS; WEST; BIRKHEAD, 2012).

A mortalidade do embri&o em ovos ocorre principalmente no inicio
e final do desenvolvimento embrionario, sendo acentuada quando os ovos

¢ Sistema de reproducéo no qual uma fémea acasala com mais de um macho.
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sdo expostos a condigcbes adversas de umidade e, principalmente,
temperatura, levando ao acréscimo da taxa de mortalidade quanto maior
tempo de exposicdo (BEISSINGER; COOK; ARENDT, 2005;
TULLETT, 2009). Em caso de baixa quantidade de agua no ovo, a
mortalidade se da por desidratacdo e, em caso de excesso de agua, ocorre
morte do embrido por dificuldade de trocas gasosas (BOLELI; DE
QUEIROZ, 2012).

Em embrides no inicio e metade do periodo de desenvolvimento, a
sensibilidade é maior a alta temperatura e baixa umidade, enquanto que
em estagio tardio de desenvolvimento, alteragcBes na umidade afetam
muito mais a viabilidade (BOLELI; DE QUEIROZ, 2012). A
sensibilidade do embrido & condigdes inadequadas € tanta que a morte
pode ocorrer mesmo com pouquissimo tempo de exposicdo a
temperaturas inadequadas (TULLETT, 2009). Além disso, quanto mais
tempo 0s ovos sdo armazenados em processo de pausa ha incubagéo’,
mais a viabilidade dos embrides diminui (PEDROSO et al., 2006).

Os ninhos e a atividade incubatdria dos parentais tém um
importante papel na manutencéo de condigdes favoraveis de temperatura
e umidade. O esfriamento e superaquecimento é impedido pelo contato
direto dos parentais com o ninho, e ndo com 0s ovos, 0 que permite
dissipagdo de parte do calor e manutengdo da umidade sem impedir
aeracdo e trocas gasosas (DEEMING, 2016). Ademais, 0 ninho também
protege contra o desenvolvimento de microrganismos na casca que,
guando invadem o ovo através dos poros, levam o embrido a morte
(BOLLINGER et al., 2018).

O procedimento padrdo adotado apds apreensdo de ovos no Brasil
segue o disposto no artigo 107 do Decreto n°® 6.514 para apreensao de
individuos (BRASIL, 2008b). Os ovos devem ser enviados a instituicdes
mantenedoras de fauna equipadas para incubacao dos ovos. Apds eclosao,
a espécie é identificada pela morfologia do filhote. No entanto, muitos
S80 0S Casos em gue 0S 0vos sao inviaveis ou os filhotes morrem antes de
chegarem a idade na qual é possivel identifica-los morfologicamente de
forma confiavel, situacGes derivadas das condi¢des adversar a que 0s 0V0s
sdo submetidos durante o trafico. D’Amato, Neto ¢ Maria (2009)
apresentam relato de dois casos de incubacdo de ovos provenientes de
apreensdes realizadas no Brasil nos anos de 2005 e 2008 e apontam que
estes foram os primeiros casos de sucesso de incubacdo de ovos apds

7 Os ovos possuem uma faixa de temperatura chamada zero fisioldgico
compreendida entre 24 e 27°C na qual o inicio do desenvolvimento € retardado
(STOLESON, 1999).
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apreensdo por trafico registrados no Pais. Ainda, de acordo com os
autores, os ovos inviaveis foram descartados, ndo tendo sua espécie
identificada.

Dada a falta de informag6es sobre sucesso na incubacgdo de ovos
apreendidos, acredita-se que as condi¢fes adversas de manipulacdo
excessiva e armazenamento inadequado a que 0S 0vos S80 expostos em
situac@es de trafico podem comprometer o sucesso de eclosdo dos ovos
apreendidos e também a viabilidade dos filhotes que chegam a eclodir
(ALACS; GEORGES, 2008; D’AMATO; NETO; MARIA, 2009).

Outras situacOes observadas em ovos apreendidos sdo cascas com
fissuras, trincadas, quebradas ou amassadas (D’AMATO; NETO;
MARIA, 2009). Também ¢é frequente 0 esmagamento dos ovos pelos
traficantes quando sdo abordados pela fiscalizagdo, a fim de evitar que as
espécies sejam identificadas (ALACS; GEORGES, 2008; FILHO, 2003).
Em caso de ovos embrionados, os traficantes podem se desfazer deles,
restando apenas cascas e amostras de fluido de ovo nas roupas do
traficante.

14 CONHECIMENTOS SOBRE O COMERCIO ILEGAL DE
AVES E SEUS OVOS

O comércio ilegal de fauna é considerado o terceiro maior trafico
do mundo (UNODC, 2012). O Brasil é tido como um dos maiores
fornecedores de animais silvestres (OLIVEIRA, 2000), estimando-se a
captura de aproximadamente 38 milhdes de individuos por ano com
destinacdo para o trafico, movimentando em torno de US$ 2,5 bilhdes
(RENCTAS, 2001). Aves representam cerca de 80 a 90% dos animais
comercializados ilegalmente no Brasil (COSTA, 2017). Em todo o
mundo, as ordens de aves mais traficadas incluem Psittaciformes,
Falconiformes e Strigiformes (JOHNSON, 2012). Ha relatos de trafico
destas ordens no Brasil, mas destaca-se a preferéncia por Psittaciformes
e Passeriformes (COSTA, 2017).

O tréafico é considerado uma das maiores ameacas a biodiversidade
(FERREIRA; COSTA, 2017; ROSEN; SMITH, 2010), principalmente as
espécies ameacadas de extin¢do, pois possuem sua populacdo reduzida
(JOHNSON, 2012; REIS, 2014). Em 2014, mais de 8% das espécies de
aves, répteis e mamiferos apreendidas no Brasil e encaminhadas aos
Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) correspondiam a
espécies ameacadas de extingcdo (IBAMA, 2016). Entre os vertebrados,
estes animais sdo 0s mais cotados no mercado e com grande demanda, o
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gue estimula o trafico de animais silvestres e o torna mais dificil de
combater (IYENGAR, 2014; JOHNSON, 2012; OLIVEIRA, 2000).

E dificil determinar os impactos do trafico de animais silvestres
sobre as populagdes selvagens, pois ha falta de informacGes aprofundadas
sobre o tema (FERREIRA; COSTA, 2017). Entretanto, sabe-se que 0s
impactos permeiam entre tematicas de salde publica, ecologia, economia
e sociedade (DESTRO et al., 2012). Ainda que sejam citados alguns
guantitativos sobre o comércio ilegal de animais silvestres, estes séo
apenas estimativas ou se baseiam em nimeros de apreensdes, 0 que pode
subestimar a real quantidade de animais explorados por essa atividade
visto que a retirada de espécimes da natureza nem sempre resulta em
apreensdes e, mesmo quando acontecem, muitos outros individuos
morreram antes mesmo de serem comercializados (FRANCO et al., 2012;
REIS, 2014; ROSEN; SMITH, 2010; UNODC, 2016).

Embora ndo representem os numeros reais do trafico, os dados de
apreensdes sdo importantes para o desenvolvimento de a¢des de combate
ao comércio ilegal. No entanto, Pimentel e Santos (2009) destacam que
as informagdes dos 6rgdos brasileiros de fiscalizagdo sdo incompletas e
desorganizadas, dificultando a geracdo de dados estatisticos e demais
informacg®es sobre o trafico de animais silvestres no Brasil.

Os primeiros registros de trafico de aves relatam o transporte de
animais em malas ou outros tipos de embalagem, porém a taxa de
mortalidade nesse caso é bastante elevada, chegando a 90%. Além disso,
os traficantes sdo facilmente descobertos devido aos odores e ruidos
emitidos pelos animais, 0 que levou & mudanga do modus operandi para
comercializacdo ilegal dos ovos (AMADO, 2013; BARTOLO, 2013).
Essa pratica cresceu a partir dos anos 2000 devido, também, & facilidade
do transporte (ALACS; GEORGES, 2008; AMADO, 2013; BARTOLO,
2013; JOHNSON, 2010). Outra utilidade da coleta de ovos percebida
pelos traficantes é a facilidade em falsificar documentos junto a
comerciantes credenciados (AMADO, 2013; COSTA, 2017). Retirar
ovos da natureza ¢ ainda mais prejudicial ao ambiente e as espécies visto
gue é possivel capturar uma grande quantidade destes, além de que muitos
animais adultos sdo mortos e ninhos sdo destruidos para que 0s ovos
possam ser acessados (FRANCO et al., 2012), podendo prejudicar
espécies com restricdes de local para postura de ovos, diminuindo seu
sucesso reprodutivo.

No Brasil, o trafico de ovos de aves atende principalmente o
mercado internacional (COSTA, 2017), sendo Portugal a porta de entrada
na Europa de ovos traficados de toda a América do Sul. O Brasil é pais
de transito de ovos sul-americanos devido as relagbes amigdveis com
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Portugal, fazendo com que hajam voos diretos em frequentes horarios e
em aeroportos que ndo possuem fiscalizacdo do IBAMA (AMADO,
2013). Bartolo (2013) analisou as apreensdes de ovos em aeroportos de
Portugal de 2009 a 2011. Foi observado um aumento gradual na
apreensdo de ovos de aves nesses trés anos, enquanto que a apreensao de
individuos diminuiu; todos ovos apreendidos eram provenientes do
Brasil. Operagdes internacionais da Organizagao Internacional de Policia
Criminal (International Criminal Police Organization — INTERPOL)
realizaram apreensdo de ovos provenientes da América do Sul em outros
paises da Europa. Entre 2007 e 2012 foram apreendidos, na Espanha, 30
ovos de psitaciformes vindos do Brasil e, somente em 2013, houve
apreensdo de 150 ovos brasileiros na Suica, assim como 74 ovos
jamaicanos na Austria em 2011 (UNODC, 2016).

Na rota internacional do trafico, além de Portugal como porta de
entrada, o Reino Unido desempenha grande papel como pais de transito
dos ovos e, em menor escala, como fornecedor, enquanto que a Noruega
é um grande receptor de ovos de aves, além de fazer distribuicéo, também
em menor escala (SOLLUND; MAHER, 2015). Finlandia e Suécia
também sdo paises com registro de receptacdo de ovos de aves (ILLES,
2016). Além da América do Sul, Australia e Africa sdo outros locais de
origem de ovos para o tréfico internacional (ALACS; GEORGES, 2008;
BARTOLO, 2013).

O Relatoério da Operacdo Oxossi realizada pela Policia Federal
(SARAIVA, 2009) indica o frequente trafico de ovos do Brasil para o
exterior, principalmente de espécies de psitaciformes, com preferéncia
para as mais raras, como Anodorhyncus leari (arara-azul-de-lear), mas
também séo citados ovos de coruja. Eles sdo retirados principalmente da
regido norte e enviados para fora do Pais. Ovos traficados podem, ainda,
corresponder a espécies de tucanos e emas (FILHO, 2003).

Em informe do Centro de Recuperacdo de Animais Silvestres do
Parque Ecoldgico do Tieté (CRAS/PET)?8, em Sao Paulo, foram recebidos
ovos de duas apreensdes realizadas nos anos de 2013 e 2015. Em um dos
casos, no ano de 2013, a incubac&o resultou na eclosdo de apenas 02 dos
17 ovos apreendidos. Os demais foram enviados para identificago
genética em laboratério da Universidade de S&o Paulo (USP). Na
apreensdo de 2015, de 04 ovos, 02 eclodiram. Os outros ovos ndo foram

8 Informagdes recebidas via email no dia 28 de junho de 2017 apés solicitagio
oficial de acordo com a Portaria DAEE 1.520, de 29/11/2001 do Governo do
Estado de S&o Paulo.
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enviados para analise molecular e a identificacdo se deu pelos filhotes
nascidos e relato do portador dos ovos.

Outras fontes de informacdo incluem noticias publicadas em
jornais de circulagdo regional, em sua maioria, ou nacional. Poucas
apreensdes sdo relatadas em jornais televisivos e, nas redes sociais,
apenas paginas relacionadas a ONGs de protecdo animal divulgam tais
acontecimentos®. Em todas as noticias séo relatadas apenas as apreensdes,
geralmente atribuindo os ovos a um grupo (aves, psitacideos, papagaios,
etc.).

Os numeros do trafico de animais silvestres sdo alarmantes e
demonstram a perda de biodiversidade da fauna brasileira ocasionada por
essa atividade. No entanto, fatores como a dificuldade na identificacdo
das espécies podem estar subestimando as estatisticas desse crime, o que
0 torna ainda mais grave. A identificacdo molecular de espécies através
datécnica de DNA barcoding é uma metodologia de facil aplicacéo sendo
possivel identificar a espécie correspondente a amostras coletadas como
evidéncias bioldgicas de trafico de animais silvestres de forma rapida e
com baixo custo. Considerando que a legislacéo brasileira cita infragdes
cometidas contra espécies ameacadas de extingdo como uma
circunstancia agravante do crime, aumentando, consequentemente, a pena
aplicada, a identificacdo fidedigna das espécies da fauna vitimas de
crimes faz-se de extrema importancia para que seja realizada correta
dosimetria de pena em casos de trafico de animais silvestres. A
identificagcdo genética de espécies através da técnica de DNA barcoding
€ uma alternativa de baixo custo e de facil aplicacdo e simulagdes de
situac@es reais do trafico de ovos podem padronizar a melhor forma de
aplicar esta técnica na resolucéo de crimes de comércio ilegal de ovos de
aves.

® As paginas das ONGs Renctas e Freeland Brasil no Facebook sio bastante ativas
na publicacdo de noticias sobre o trafico de animais silvestres.
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15 OBJETIVOS
151 Obijetivo geral

Fornecer elementos técnicos para aplicacdo de um protocolo de
andlise de DNA para identificacdo de espécies de aves em ovos
comercializados ilegalmente.

1.5.2  Objetivos especificos

Analisar, in silico, a efetividade de primers descritos na literatura
e fragmentos do gene citocromo oxidase | como marcadores moleculares
de identificacdo de espécies de psitacideos;

Padronizar a extracdo e amplificagdo de DNA em ovos de aves;

Examinar a extracdo e amplificacdo de DNA em amostras de ovos
de aves em simulacdes forenses;

Identificar espécies em um caso real de trafico de ovos.
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2 MATERIAL E METODOS

Esta seccdo esta dividida em tdpicos onde cada um corresponde a
um dos objetivos especificos do estudo a fim de organizar a descricao da
metodologia adotada no trabalho como um todo.

2.1 CARA?TERIZACAO DO MARCADOR DE
IDENTIFICACAO DE ESPECIES

O marcador molecular escolhido para os testes de identificacdo de
espécies estd localizado na por¢do 5’ do gene mitocondrial citocromo
oxidase | (COI). Uma lista de 31 primers distintos j& descritos na
literatura é apresentada por Lijtmaer et al. (2012) para uso em analises de
COI em aves, sendo 10 destes utilizados para amplificar mini-barcodes.
Destes, escolheu-se para analise os quatro primers citados por Kerr et al.
(2009a) e os diferentes pareamentos que podem ser formados entre 0s
quatro (Tabela 1). O tamanho dos fragmentos foi dado conforme
hibridizacdo dos primers na maioria das aves (LI TMAER et al., 2012).
A hibridizacdo dos primers pode resultar em fragmento de tamanho maior
ou menor em algumas espécies. A Figura 4 mostra a representacdo dos
fragmentos gerados por cada par de primers.

Tabela 1. Pareamento dos primers utilizados para testes in silico e tamanhos de
fragmentos gerados por cada par.

. . Fragmento
Primer forward (5° - 3”) Primer reverse (5’ - 3%) (gpb)

BirdF1 COlbirdR2 747
TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG

AVMIF1 COlbirdR2 506
ACTGAAGCTCCGGCATGGGC ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG

BirdF1 AVMIR1 405
TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC ACTGAAGCTCCGGCATGGGC

AVMIiR1 COlbirdR2 382
ACTGAAGCTCCGGCATGGGC ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG

BirdF1 AVMIiF1 277
TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC ACTGAAGCTCCGGCATGGGC

AVMIiF1 AVMIR1 164
CCCCCGACATAGCATTCC ACTGAAGCTCCGGCATGGGC

Fonte: Kerr et al. (2009a) (primers) e Lijtmaer et al. (2012) (tamanho dos

fragmentos).
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Figura 4. Representagdo de parte do gene citocromo oxidase | (COI) mostrando
o0 tamanho e posic¢éo dos fragmentos gerados pelos pareamentos possiveis entre
0s quatro primers de Kerr (2009a).

BirdF1 s COIbirdR 1
747 pb
g AVMIFL  AVMIR1 —
164 pb

506 pb

405 pb

! I
‘Fragmento de COI de 648 pb

Fonte: Adaptado de Lijtmaer et al. (2012).

Foram realizadas analises de bioinformatica recomendadas por
Nufiez-Rodriguez et al. (em publicacdo) para anélise do marcador e
escolha dos primers universais. Incluem-se nessas recomendacdes a
analise de qualidade e especificidade dos primers e analise em janelas
para determinacdo de tamanhos de fragmentos que permitem
identificacdo das espécies do conjunto de dados utilizado.

A andlise de qualidade dos primers foi realizada através da
ferramenta OligoAnalyzer (IDT INEGRATED DNA TECHNOLOGIES,
2018). A especificidade dos primers foi testada na ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI, 2018), onde foram
realizados cinco alinhamentos distintos de cada primes com o banco de
dados GenBank, utilizando: o banco de dados completo (colegdo de
nucleotideos nr/nt), sequéncias apenas de aves (8.782 taxons), de
humanos (genoma e transcritos), de amostras ambientais de Eubacteria
(48.479 taxons) e de amostras ambientais de Eukarya (100.272 taxons).

Os primers foram, ainda, alinhados a 09 sequéncias completas de
COl de psitacideos utilizando o método ClustalW no software BioEdit®,
versdo 7.2.6 (HALL, 1999). As sequéncias utilizadas nesse alinhamento
foram obtidas no GenBank em outubro de 2018 e correspondem as
seguintes espécies: Amazona ochrocephala (papagaio-campeiro), Ara
ararauna (arara-canindé), Ara glaucogularis (arara-de-garganta-azul),
Ara militaris (arara-militar), Forpus passerinus (tuim-santo), Primolius
couloni (maracand-de-cabeca-azul), Primolius maracana (maracana-
verdadeira), Psittacara rubritorquis (periquito-de-garganta-vermelha) e
Pyrrhura rupicola (tiriba-rupestre).
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Nas andlises in silico de determinacao de menores fragmentos mais
informativos foram utilizadas 131 sequéncias parciais de COI (regido 5°)
compiladas a partir do Barcode of Life Data System (BOLD SYSTEMS,
2019a) em janeiro de 2018. Essas sequéncias corresponderam a 31
espécies pertencentes a 11 géneros de psitacideos (Tabela 2) constantes
em listas de aves mais traficadas no Brasil. A busca das sequéncias no
BOLD se deu a partir do termo “psittacidae” seguindo 0s critérios de:
tamanho maior ou igual de 500 pb, pelo menos duas sequéncias por
espécie e espécies pertencentes aos géneros daquelas constantes em listas
de espécies traficadas. Verificou-se a distribuicdo geogréfica de cada
espécie (IUCN, 2018) e foram descartadas sequéncias daquelas cuja
distribuicdo ndo constava México, América Central e América do Sul.

Todas as sequéncias utilizadas foram alinhadas no MAFFT verséao
7.271 (KATOH; STANDLEY, 2013) e tiveram tamanho padronizado
para 584 pb®, iniciando no nucleotideo de posigdo 87 e terminando no
nucleotideo de posicdo 670 do gene COIl de psitacideos, que possui
tamanho médio de 1107 pares de base. A analise em janelas realizada pelo
Species Identity and Evolution in R (SPIDER) (BROWN et al., 2012)
versdo 1.5.0 em RStudio versdo 1.0.143 foi utilizada para busca de
regides informativas correspondentes a cada tamanho de fragmento
gerado pelos pares de primers escolhidos (506, 405, 382, 277 e 164 pb).
O fragmento gerado pelo par BirdF1 + COlbirdR2 néo foi testado por
gerar um fragmento de 747 pares de base que ja é descrito na literatura
como um tamanho suficiente para identificagdo de espécies de aves
(HEBERT et al., 2004). Ademais, as sequéncias usadas no teste sdo de
menor tamanho que 747 pb.

Determinou-se que as janelas seriam formadas e analisadas no
SPIDER a cada um (01) nucleotideo, ou seja, para cada tamanho de
fragmento sdo geradas varias janelas com inicio de cada janela a partir da
posicdo seguinte a do nucleotideo que iniciou a janela anterior. As
fungdes utilizadas para anélise em janelas foram slidingWindow e
slideAnalyses para cada tamanho de fragmento, onde considerou-se 0s
resultados de proporcéo de zero ndo-coespecificos e proporc¢ao de clados
com congruéncia entre as arvores neighbor-joining geradas a partir do
tamanho de 584 pb e do tamanho das janelas.

A funcdo bestCloseMatch do SPIDER foi utilizada antes e depois
da anélise em janelas para conferéncia do potencial de identificagdo de
espécies de cada sequéncia. Antes da analise em janelas buscou-se

10 A analise em janelas s6 pode ser realizada a partir de sequéncias de mesmo
tamanho.
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verificar o nimero de sequéncias com espécie identificada corretamente
a partir do tamanho padronizado de 584 pb (sequéncias inteiras). Apds a
analise em janelas verificou-se se o fragmento gerado por cada par de
primers correspondia a regides que permitem identificacdo de espécies
segundo o SPIDER. Os cinco tamanhos de fragmento gerados pelos
diferentes pareamentos dos primers foram testados com a funcdo
bestCloseMatch para verificar quantas sequéncias permitiriam a correta
identificacdo das espécies.

Tabela 2. Lista de espécies cujas sequéncias obtidas no BOLD foram utilizadas
para analises no SPIDER.

Espécie Nome popular N° de sequéncias

Amazona aestiva Papagaio verdadeiro 3
Amazona amazonica Curica 2
Amazona autumnalis Papagaio-diadema 4
Amazona dufresniana Papagaio-de-bochecha-azul 2
Amazona farinosa Papagaio-moleiro 8
Amazona tucumana Papagaio-tucuman 3
Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul 2
Ara ararauna Arara-canindé 8
Ara chloropterus Arara-vermelha 5
Ara macao Arara-macao 7
Brotogeris chrysoptera Periquito-de-asa-dourada 3
Brotogeris jugularis Periquito-de-queixo-laranja 15
Deroptyus accipitrinus Anacd 2
Eupsittula aurea Periquito-rei 2
Eupsittula nana Periquito-jamaicano 2
Eupsittula pertinax Periquito-de-bochecha-parda 8
Forpus conspicillatus Tuim-da-colémbia 2
Forpus modestus Tuim-de-bico-escuro-do-norte 2
Forpus passerinus Tuim-santo 6
Forpus xanthopterygius Tuim-de-asa-azul 2
Pionites melanocephalus Marianinha-de-cabeca-preta 4
Pionus fuscus Maitaca-roxa 5
Pionus menstruus Maitaca-de-cabega-roxa 8
Psittacara finschi Avratinga-de-finsch 3
Psittacara leucophthalmus Periquitdo-maracana 5
Psittacara mitratus Aratinga-mitrada 3
Pyrrhura egregia Tiriba-de-cauda-roxa 3
Pyrrhura hoffmanni Periquito-de-asa-de-enxofre 3
Pyrrhura molinae Tiriba-de-cara-suja 2
Pyrrhura perlata Tiriba-de-barriga-vermelha 2
Pyrrhura picta Tiriba-de-testa-azul 5

TOTAL 131

Fonte: elaborado pela autora (2019).
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Os pares de primers cujo tamanho de fragmentos gerados
permitem a correta identificacdo das espécies foram utilizados em ensaios
de PCR com amostras das espécies Gallus gallus (galinha doméstica),
Coturnix japonica (codorna japonesa), Serinus canaria (canario-do-
reino) e Nymphicus hollandicus (calopsita) em reacfes conforme
protocolo de reagentes de Lijtmaer et al (2012), utilizando 1 pL de
produto de extracdo de DNA (com concentrac¢des entre 10 e 80 ng/uL) e
0 seguinte programa padronizado apds diferentes testes de gradiente de
temperatura de hibridizacdo dos primers e tempo de cada etapa: 01 ciclo
a 94°C por 40 s, seguido por 35 ciclos de 40 sa 94°C,30sa52°Ce 40s
a 72°C e, por fim, 01 ciclo de 72°C por 5 m.

2.2 PADRONIZAGCAO DO PROTOCOLO DE ANALISE DE
DNA EM OVOS

A padronizacdo do protocolo de analise de DNA em ovos se deu
em duas grandes etapas. A Figura 5 mostra a primeira etapa dividida em
trés passos sequenciais. Os ovos de Gallus gallus (galinha doméstica) e
Coturnix japonica (codorna japonesa) foram adquiridos em
supermercados; o ovo de Serinus canaria (canario-belga) foi doado pelos
criadores Victor Hugo Keunecke e Marcelo Oliveira Dutra, do Canaril
Floripa, registrado junto a Associacdo Catarinense de Ornitologia sob o
nimero 098; o ovo de Nymphius hollandicus (calopsita) foi doado pelo
proprietario do Aviario Mundo Animal, Ley. Todos os estabelecimentos
estdo localizados em Floriandpolis, SC. A Figura 6 apresenta a segunda
etapa da padronizacdo e seus diferentes testes de PCR. Nesta etapa, 0 ovo
de codorna foi utilizado como modelo biolégico do estudo.

As extraces de DNA em ambas etapas foram realizadas com os
seguintes protocolos:

1) cloreto de sodio (Scaranto (2017) adaptado de Aljanabi e

Martinez (1997) e modificado neste estudo: 5 pL de proteinase
K a 20 mg/mL, sem uso de RNAse e sem a etapa final com
etanol 100%);

2) acetato de potéassio (Pilotto et al (2018) adaptado por este
estudo: quantidade de solugdo de lise e de acetato de potassio
ajustada para 50 pL ou 50 mg de amostra, 10 pL de proteinase
K a 20 mg/mL, sem uso de RNAse).

3) acetato de amoénio (Rivero et al. (2006) modificado neste
estudo: quantidade de reagentes, tempo e rotacdes da
centrifugacdo iguais ao protocolo com acetato de potéssio).



48

Figura 5. Esquema da primeira etapa da metodologia adotada na padronizacdo do protocolo de analise de DNA em ovos de

aves.
- ™
Gema (~ 300, 100,
50e30-40 uL) e
membrana da casca
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cmx 0.5 cm)
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Gema (~ 30-40 uL) e
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(0.5 cm x 0.5 cm)

- 4

h 4

Amplificagdo: COI Extracdo com frés
164 pb protocolos

Fonte: elaborado pela autora (2019).
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Figura 6. Esquema da segunda etapa da metodologia adotada na padronizagéo do protocolo de anélise de DNA em ovos de aves.

Amplificacdo: ]
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Amplificacdo: Nested PCR:
COI 405 pb programa curto

J

~

DMSO

. J

Fonte: elaborado pela autora (2019).
* Em codorna, o fragmento gerado pelo par de primers BirdF1 + COlbirdR2 tem tamanho maior que descrito para as demais
aves.
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Apo0s extragdo de DNA, todas as amostras foram analisadas por
espectrofotometria para quantificacdo de DNA e presenca de proteinas.
Para o teste de sensibilidade, diferentes amostras da extracdo de DNA
realizada na primeira etapa foram utilizadas a partir de suas concentragdes
de &cidos nucleicos. Para concentracbes menores (até 100 ng/pL)
utilizou-se 01 pL de produto de extragdo de DNA. A estratégia de
utilizacdo de maior volume e produto de extracdo (02 a 05 pL) foi
utilizada de forma a gerar concentrages maiores de acidos nucleicos na
reagéo.

A amplificagdo de DNA na primeira etapa foi realizada utilizando
os primers AvMiF1 + AvMIiR1 (fragmento de 164 pb) com protocolo e
programa de PCR descritos na seccdo 2.1, sendo este chamado de
“programa curto” na segunda etapa da padroniza¢do. Na segunda etapa,
além do programa curto, foi utilizado o programa de PCR longo, que
consiste em: 01 ciclo a 94°C por 40 s, seguido por 06 ciclos de 94°C por
40 s, 45°C por 30 s e 72°C por 40 s, com posteriores 35 ciclos de 40 s a
94°C, 30 s a 52°C e 40 s a 72°C e, por fim, 01 ciclo de 72°C por 5 m.
Nessa etapa, foram testados 0s seguintes adjuvantes de PCR: DMSO e
Formamidaal, 2, 3, 4 e 5%, Tween-20a 0,5, 0,75 e 1% e 12 tampdes de
PCR com variagdes no pH do Tris-HCI e diferentes concentra¢des de KCI
e MgCl,, conforme protocolo Optiprime kit®. Na segunda etapa foram
utilizados os primers AvMiF1 + AvMiR1, BirdF1 + COlbirdR2 e nested
PCR desta Ultima reacdo com os primers BirdF1 + AvMIiR1. Produtos de
PCR foram corados com GelRed® e visualizados em gel de agarose 1%.

Seis amostras foram selecionadas aleatoriamente para teste de
sequenciamento. Estas foram purificadas com enzimas EXO e SAP e
enviadas para sequenciamento com os primers forward e reverse no
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) do Centro
de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). As reagbes de sequenciamento e precipitacdo do DNA foram
realizadas a partir de protocolos padronizados do LAMEB!. Os
eletroferogramas foram analisados qualitativamente no Chromas Lite
versdo 2.6.4 (Technelysium LTDA®) de forma manual e o resultado do

11 Disponiveis em: <http://lameb.cch.ufsc.br/files/2016/03/POP-031-
Rea%C3%A7%C3%A30-para-sequenciamento-no-Sequenciador-
Automatizado-de-DNA-ABI13500.pdf> e
<http://lameb.ccb.ufsc.br/files/2016/03/POP-032-Rea%C3%A7%C3%A30-
de-precipita%C3%A7%C3%A30-com-etanol. EDTA-para-sequenciamento-
no-Sequenciador-Automatizado-de-DNA-ABI3500.pdf>.
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sequenciamento, em formato FASTA, foi lancado no banco de dados
BOLD para identificacdo das espécies.

2.3 SIMULAGAO DE SITUACOES FORENSES

Considerando que vestigios bioldgicos provenientes de ovos
podem apresentar as mais variadas formas e condigdes, foram simuladas
diferentes possibilidades de amostras forense (Figura 7). Os ovos de
codorna ndo fertilizados utilizados neste estudo foram adquiridos em
supermercados de Floriandpolis-SC, mantendo-se a escolha da mesma
marca para todas as etapas de necessidade de compra de ovos.

O tratamento para desidratacdo foi realizado pela exposi¢do dos
ovos, em incubadora, a variacbes de temperatura e umidade. A
decomposicdo foi resultante de ovos deixados em temperatura ambiente
para decomposicdo natural. As cascas quebradas e os substratos com
fluido de ovo ficaram expostos ao ambiente do laboratério durante um
dia.

O fluido de ovos foi uma mistura de gema e albimen depositada
sobre os substratos apresentados na Figura 7 (aproximadamente 80 pL),
espalhando bem o fluido. Para analise de tecidos e papel toalha, cortou-
se um quadrado de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm em regibes onde foi
possivel perceber maior acimulo de fluido. Os quadrados de tecidos
foram desfiados e acondicionados em microtubos enquanto que o
guadrado de papel toalha foi utilizado inteiro. Para coleta das amostras de
deposicdo de fluido em parede e MDF foram utilizadas hastes flexiveis
de algodédo estéreis umedecidas com dgua ultrapura esterilizada. A ponta
de algoddo foi friccionada sobre as regiGes contendo fluido, em um
angulo de aproximadamente 30° e, posteriormente, as pontas foram
cortadas e acondicionadas em microtubos.

Os protocolos de extracdo de DNA e PCR e primers foram os
mesmos descritos na secgdo 2.2, utilizando-se 1 pL de produto de
extracdo de DNA com diluicdo a 200 ng/uL apenas em amostras com
concentracdo de acidos nucleicos superior a 280 ng/uL, conforme teste
de sensibilidade. Amostras com concentragao de &cidos nucleicos inferior
a 280 ng/pL néo foram diluidas. Utilizou-se o programa curto em todos
0s ensaios de PCR e DMSO 3% na amplificacdo de fragmentos mini-
barcodes.
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Figura 7. Esquema das simulacdes forenses realizadas. MDF: placa de fibra de média densidade, poliéster: sintético; algod&o:
natural, jeans: misto de poliéster, algod&o e elastano, meia fina: fio 15, 86% poliamida e 14% elastano.
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Fonte: elaborado pela autora (2019).
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24 IDENTIFICACAO DE ESPECIES EM OVOS
APREENDIDOS

Em setembro de 2018, amostras dos 31 ovos do caso descrito na
secgdo 1 foram recebidas pelo Laboratorio de Polimorfismos Genéticos
(LAPOGE) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) para
identificacdo molecular de espécies. Para realizacdo deste estudo e
emissdo de laudo técnico solicitado pela SR/PF/AM, todos os ovos do
caso descrito na introducéo tiveram amostras de partes de embrido, gema
e casca disponibilizadas. As amostras chegaram ao LAPOGE/UFSC
armazenadas em microtubos plasticos com tampa de rosca, identificados
com ndmero de 01 a 31 e indicando o tipo de amostra. Embrides e gema
estavam mantidos em alcool e as cascas protegidas pelos microtubos. Os
0Vv0s apresentavam variagdo tanto em coloragéo quanto em forma, embora
tinham tamanhos semelhantes (Figura 8A). Os embrides ndo se
apresentavam em processo de decomposicdo ou mumificacdo e
encontravam-se em diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 8B).
A Tabela 3 mostra a lista de ovos recebidos, com numeracéo e indicacéo
do tipo de amostra recebida.

Figura 8. Ovos apreendidos em 2018 pela Policia Federal em Manaus/AM em
processo de curadoria para colecdo zooldgica do INPA. A): diferengas na
coloracdo e morfometria dos ovos, B): diferencas no desenvolvimento
embrionario.
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Tabela 3. Identificagdo dos ovos conforme colecdo zooldgica do INPA e
respectivos tipos de amostra recebidos pelo LAPOGE/UFSC para analise.

Identificac¢do do ovo Tipo de amostra
APO1 Embrido e casca
APQ2 Gema e casca
APO3 Gema e casca
AP04 Embrido e casca
APO5 Embrido e casca
AP06 Embrido e casca
APO7 Embrido e casca
APO8 Embrido e casca
AP0O9 Embrido e casca
AP10 Embrido e casca
AP11 Embrido e casca
AP12 Embrido e casca
AP13 Embrido e casca
AP14 Embrido e casca
AP15 Embrido e casca
AP16 Embrido e casca
AP17 Embrido e casca
AP18 Embrido e casca
AP19 Embrido e casca
AP20 Casca
AP21 Casca
AP22 Embrido e casca
AP23 Embrido e casca
AP24 Casca
AP25 Embrido e casca
AP26 Embrido e casca
AP27 Embrido e casca
AP28 Embrido e casca
AP29 Casca
AP30 Embrido e casca
AP31 Casca

Fonte: elaborado pela autora (2019).

As andlises moleculares foram realizadas conforme protocolos
descritos na secgdo 2.2. Para extracdo de DNA foi utilizado apenas o
protocolo com cloreto de sédio. Na PCR foi utilizado o programa curto,
com uso de DMSO 3% para amplificacdo de mini-barcodes em amostras
de membrana da casca. Os pares de primers utilizados foram, em ordem
de uso: BirdF1 + COlbirdR2, nested PCR da reac&o anterior com BirdF1
+ AVMIiR1 e PCR convencional com AvMiFl + AvMIiR1. Para
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sequenciamento, amostras de embrido e gema foram preferencialmente
escolhidas devido a melhor qualidade das bandas amplificadas, sendo as
membranas da casca utilizadas apenas para 0s cinco ovos que SO possuiam
este tipo de amostra. Estas foram purificadas com enzimas EXO e SAP e
enviadas para sequenciamento no LAMEB/CCB/UFSC (secc¢do 2.2)
utilizando, preferencialmente, os primers forward, visto que teste anterior
determinou ndo haver diferenca entre o0s dois primeirs no
sequenciamento. Os primers reverse foram utilizados apenas em caso de
falha no sequenciamento com primers forward.

Os eletroferogramas foram analisados qualitativamente no
Chromas Lite versao 2.6.4 (Technelysium LTDA®) de forma manual e o
resultado do sequenciamento, em formato FASTA, foi langado no banco
de dados BOLD para identificacdo das espécies. O limiar de identificacdo
de espécies foi determinado através da funcgéo localMinima do SPIDER
(BROWN et al., 2012) utilizando sequéncias dos géneros resultantes
como mais préximos da(s) espécie(s) identificada(s) obtidas no BOLD
(Tabela 4) e duas sequéncias obtidas entre as amostras testadas com
tamanho de 682 pb e 683 pb e que tiveram correspondéncia no BOLD
com valor de identidade acima de 99%.

Tabela 4. Géneros cujas sequéncias obtidas no BOLD foram utilizadas para
célculo de limiar de identificacdo de espécies.

Género N° de sequéncias
Alisterus 03
Amazona 36
Brotogeris 21
Eclectus 03

Ixobrychus 32
Melopsittacus 08
Micropsitta 01
Myiopsitta 11
Phalacrocorax 97

Pionus 21
Polytelis 01
Psittacus 04

Pterodroma 269

TOTAL 507

Fonte: elaborado pela autora (2019).
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Todas as sequéncias geradas foram editadas no BioEdit®, versao
7.2.6 (HALL, 1999) para o tamanho de 164 pb conforme regido de
hibridizacdo dos primers AvMiFl1 + AvMIR1 (posicdo 285 e 411,
respectivamente). Estes fragmentos em formato FASTA também foram
lancados no BOLD a fim de verificar se 0 mini-barcode gerado por estes
primers permitiria identificar todos os ovos, caso seu uso fosse
necessario.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta seccéo esta dividida em tdpicos conforme a seccdo Material e
Métodos a fim de organizar a resolugdo de cada objetivo especifico.

3.1 CARAQTERIZACAO DO MARCADOR DE
IDENTIFICACAO DE ESPECIES

Entre os motivos da escolha da regido 5° do gene citocromo
oxidase | (COI) para identificacdo de espécies neste estudo tem-se que
este € um marcador amplamente utilizado para aves e descrito na
literatura como bastante eficiente neste grupo (ALIABADIAN et al.,
2013; GONGCALVES, 2009; HEBERT et al., 2004; KERR et al., 2007,
2009c, 2009a; PARK et al., 2011; SAITOH et al., 2015; TAVARES et
al., 2011; VAN DE PERRE; DE MOOR; LIBERT, 1984; VILACA et al.,
2006), inclusive regides mini-barcodes (LIJTMAER et al., 2012; PATEL
etal., 2010; SCHAFFER; ZACHOS; KOBLMULLER, 2017). Em estudo
evolutivo de neoaves'? a partir de mitogenomas, Pacheco et al (2011)
encontraram que 0s genes mitocondriais de neoaves sdo altamente
variaveis entre os grupos, sendo COIl aquele mais conservado, com a
menor taxa de heterogeneidade®® entre as linhagens e um dos genes com
maiores taxas de mutagdo, junto com citocromo oxidase Il (COIl),
citocromo b (Cyt b) e NADH desidrogenase 2 (ND2).

Outra vantagem do uso de COl esta no fato de que ha um grande
nimero e variedade de sequéncias depositadas no Barcode of Life
Datasystems (BOLD) (BOLD SYSTEMS, 2019b), o que faz com que seja
bastante provavel identificar uma amostra proveniente de um ovo de
apreensdo utilizando este banco de dados. Entretanto, ainda hé caréncia
de sequéncias de diversas espécies em bancos de dados, mesmo no
BOLD, onde, até o ano de 2018, apenas 53% das espécies de aves
conhecidas possuiam seu barcode depositado, sendo esta uma das grandes
limitacBes do uso da técnica (BARREIRA; LUTMAER; TUBARO,
2016).

A falta de dados ndo impede por completo a utilizacdo de DNA
barcodes visto que, mesmo ndo sendo possivel identificar uma sequéncia
guestionada a nivel de espécie, esta pode ser identificada a nivel de género
no BOLD (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007, 2013). A partir disso

12 Clado mais diverso entre as aves, correspondendo a 95% das espécies do grupo
(JARVIS et al., 2014; ZHANG et al., 2014)
13 Fendtipos semelhantes produzidos por mecanismos genéticos diferentes.
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pode-se buscar por espécimes referéncia para as espécies ndo
contempladas no banco de dados e gerar sequéncias referéncia que
possam ser comparadas a sequéncia questionada (CARVALHO, 2014;
ROSSI et al., 2017) utilizando softwares como 0 MEGA X (KUMAR et
al., 2018). Salienta-se que o uso desta metodologia exige que 0s
espécimes referéncia sejam identificados corretamente por taxonomista.
O uso de amostras provenientes de colecdes bioldgicas sdo uma bhoa
0pGAa0 nestes casos.

O uso de primers universais e sequenciamento de DNA é
primordial em situacGes de apreensdo de ovos de aves, em detrimento de
técnicas de menor custo, como primers espécie-especificos ou RFLP, que
fazem deteccdo de espécies (GUAN et al., 2018; OGDEN; DAWNAY;
MCEWING, 2009). Essas Gltimas podem ser aplicadas quando ha
caracteres morfologicos suficientes para direcionar a analise a um nimero
limitado de espécies ou quando h4 interesse em reconhecer determinadas
espécies prioritarias, sendo técnicas dependentes de prévia padronizacéo
(NUNEZ-RODRIGUEZ et al, dados em publicacio; ZENG et al., 2018).

Entretanto, esse ndo é o caso de ovos de aves visto que a
possibilidade de espécies é bastante abrangente. Somente psitaciformes
brasileiros sdo 89 espécies diferentes (PIACENTINI et al., 2015), sem
considerar as espécies de psitacideos de ocorréncia em outros paises
latino-americanos que sabidamente podem ser apreendidas no Brasil
(BARTOLO, 2013) e as outras 34 ordens de aves existentes (JARVIS et
al., 2014). Ademais, a analise morfoldgica do ovo permite identifica-los
em aves ou répteis ndo aviérios (IVERSON; EWERT, 1991), sendo
bastante dificil que sejam identificados morfolégicamente em algum
nivel taxonémico mais profundo devido & grande diversidade
morfométrica observada em ovos de uma mesma espécie de ave e
semelhancas entre espécies diferentes (STODDARD et al., 2017).

Embora no Genbank também seja encontrado um grande nimero
de sequéncias de COI (IYENGAR, 2014), o BOLD é considerado mais
confiavel para uso em andlises forenses (CARVALHO, 2014). Isso
porque ha exigéncia de ligacdo da sequéncia depositada no BOLD a um
espécime referéncia devidamente identificado por taxonomista
especialista no grupo e registrado em colegdo bioldgica reconhecida
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). Ademais, demonstrou-se
depésito de sequéncias errbneas de COl no  Genbank
(MIODUCHOWSKA et al.,, 2018). Portanto, todas as sequéncias
utilizadas neste estudo para andlises in silico foram obtidas no BOLD,
assim como a identificacdo de espécies descrita no topico 5 foi realizada
a partir deste banco de dados.
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As andlises de bioinformatica foram realizadas a partir de
sequéncias de psitacideos. A familia foi escolhida por pertencer aos
psitaciformes, que é considerada a segunda ordem de aves mais traficada
no mundo (PEREIRA et al., 2018). No Brasil, o trafico de psitaciformes
é superado apenas pelos passeriformes (COSTA, 2017) devido a cultura
passarinheira presente no Pais (RENCTAS, 2001). No entanto, ndo foram
encontrados registros na literatura de trafico de ovos de passeriformes,
enguanto que os psitaciformes sdo as aves que mais sofrem com a captura
de ovos para comércio ilegal (NETO, 2012). Assim, mesmo que seja
necessario identificar espécies em ovos de outros taxons, optou-se por
focar as analises inicialmente na familia Psittacidae como uma forma de
abranger maior nivel de aprofundamento e possibilitar o uso imediato em
situagdes reais, visto que a probabilidade de que ovos apreendidos sejam
de psitacideos é muito alta. Além disso, essas podem servir como modelo
para analises referentes a outros taxons.

A universalidade de um primer pode ser mais ampla ou mais
restrita. Ha na literatura a descri¢do de primers universais de COI para
vertebrados (IVANOVA et al.,, 2007; SORENSON et al., 1999) e
invertebrados (FOLMER et al., 1994), para peixes (IVANOVA et al.,
2007), morcegos (IVANOVA; CLARE; BORISENKO, 2012), aves
europeias (SCHAFFER; ZACHOS; KOBLMULLER, 2017), aves da
Nova Zelandia e Antartica (PATEL et al., 2010), entre outros. Quanto
mais abrangente em relacdo ao nivel taxondmico for um primer, mais
chances ele tem de néo ser eficiente para todas as espécies do grupo a que
se propde atuar (SHARMA; KOBAYASHI, 2014). Os primers de Kerr et
al (2009a) e suas diferentes combinac@es foram escolhidos por terem sido
testados in vitro em um grande namero de espécies de aves neotropicais
do sul (mais de 500 apenas no estudo citado).

Varios parametros moleculares devem ser atendidos para garantir
a qualidade dos primers e diminuir falhas na amplificacdo (LORENZ,
2012; SAMBROOK; GREEN, 2012). Embora as analises deste estudo
demonstraram que os primers de Kerr et al (2009a) podem formar
pareamento de até cinco bases em auto e hetero-dimeros, os demais
pardmetros se encontraram dentro dos valores indicativos de boa
qualidade (Tabela 5). Ademais, o alinhamento realizado com sequéncias
de COIl de psitacideos demonstrou poucas bases ndo alinhadas,
principalmente na regido 3’ (Figura 9). No caso de primers universais,
nem sempre é possivel atingir de forma exata todos os critérios, mas é
importante que sejam otimizados 0 maximo possivel a fim de garantir a
eficiéncia da PCR (CAMPOS; QUESADA, 2017).
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Tabela 5. Qualidade dos primers BirdF1l, COIbirdR1, AvMiFl e AvMIR1.
Resultados referentes a grampos indicam a maior temperatura na qual ocorre
formagdo de grampos. Resultados de auto-dimeros e hetero-dimeros (H-d)
indicam o intervalo de nimero de pares de bases pareados.

_ G ™™ Grampos Auto- Hetero-dimeros
Primer %) (°C) ¢ C) dimeros _ (pb)
(pb) Primer H-d
COlbirdR1 2ab
BirdF1 46,2 59,8 39,4 2a4 AvMIiF1 2
AVMIiR1 2a3
. AVMIiF1 2a3
COlbirdR1 46,2 58,7 37,2 2a4 AVMIRL 2a4
AVMIiF1 61,1 55,5 - 2 AVMIiR1 2a3
AVMIR1 65,0 63,0 41,4 2a4 - -

Fonte: elaborado pela autora (2019).
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Figura 9. Alinhamento dos primers em estudo com sequéncias de COI de psitacideos. A: BirdF1, B: COlbirdR2, C: AVMIF1,
D: AvMiR1. Os primers COIbirdR2 e AvMIR1 foram transformados em seus reversos complementos antes do alinhamento
utilizando a ferramenta disponivel em <http://www.cellbiol.com/>.
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Primer BirdFl TTCTCCAACCACAARAGACATTGGCAC
Ara glaucogularis IAFGATTATTECAR .« waiv s e nr aiiiedissa o g aiars CCTCTACCTAATCTT
Primolius couloni IATGACTATTC.CAA. . ... o R W R CCTCTACCTAATCTT
Amazona ochrocephala ATCACTATTE CCBR . o avn merm svmum e aye mik s e o ne ACTTTACCTAATTTT
Ara ararauna IRTEACTATERC o CAR. oo asararaymieyataiane mnim sTsya)ma TCTCTACCTAATCTT
Ara militaris ATCATTATTC CAA . o vave waiva vaivs -a sl CCTCTACCTAATCTT
Forpus passerinus IRRGRCTRTTC S ORRL S s alne)eiopne e sie swesien TCTATACCTAATTTT
Primolius maracana IATGACTATTC.CAA....... R e CCTCTACCTAATCTT
Psittacara rubritorquis ATGACTATTC.CAA.. v. e vewessaens Ciavrorae CCTCTACCTAATCTT
Pyrrhura rupicola IATCACTATTICCAR . valv vt sisio s st aieivsivie CCTTTACCTAATCTT
B) :lllllllllllIlll'lllllIllllIl'lllllllllllllll'l'llll]
~| 740 750 760 770 780
Primer COIbirdR2 CCAGGATTTGGAATTATCTCCCACGT
Ara glaucogqularis CETCATETIR: 06 1 6::2C4 0850 awn e e AGTAGCCTACTATGC.
Primolius couloni CEPCATCCTR, . oo pomemee By TN - GGTGGCCTACCATGC.
Amazona ochrocephala CEEERATPCEER. B o mestins viay sl pose: wsd Plewrmnersia GGTAGCCTACCACGC.
Ara ararauna CEECRATEEER. SEL v o uame { i e R S GGTAGCCTACTATGC.
Ara militaris CETCATCCTIA . cc v G5 CL B 2 Cuininsaal s »C0TRGECTACCATGE
Forpus passerinus CERC R RECEE:,. o onarsism an sinse s i 7. AT AGTAACCTATTACGC
Primolius maracana CEEECREECTA . G mnsies O SRS T..GGTGGCCTACCATGC
Psittacara rubritorquis CCTCATCTTG..... G s ares B e R eea AGTGGCTTACTATGC
Pyrrhura rupicola CCTCATCCTR I (aisis sie tiniara A e GGTAGCCTACCACGC
:‘IIIIIIIIlllIllllIIIIIIlllllllllllll"lllll
C) | 260 270 280 290
Primer AVMiFl CCCCCGACATAGCATTCC
Ara glaucoqularis IRTARETGOEG S e s P svasmeaasies CACGCATAAATA.
Primolius couloni GATARTTGOEE IR ve wmw s m i mim o CACGCATAAATA.
Amazona ochrocephala CATDATTEEEG . aavave e ma winissertaiae s CACGCATAAACA
Ara ararauna TATARAECELETG L v veivie e tiiiaiew s CACGCATAAACA
Ara militaris IR TAREPCOEGC Sa aaiae miw s oe e alam CGCGCATAAACA.
Forpus passerinus C AT AT GGG o oo 0y m i i sy m o w2 T .CCCGTATAARACA.
Primolius maracana CATARETCEEG o v ovuev v sna seeveemwnse s CACGCATAAATA
Psittacara rubritorquis [TATAATCGGTG.T..cvcicecccenaes CACGCATAARACA
Pvrrhura rupicola CATARPCEOEG T viesiasea S5 e aiss CACGCATGAACA
AIIIIIIIIII|III|IIIIIIllll'lllllllllll'llll
I)) 21400 410 420 430 440
Primer AvMiR1 GCCCATGCCGGAGCTTCAGT
Ara glaucogularis GGAAACCTA....cu.. S e Bawriminiie GGACCTAGCCATC
Primolius couloni GGAAACCTA . « o0 siaisia 1 A © P SR AGACCTAGCCATC
Amazona ochrocephala GGCAACCTA..T..C.ccucusn Eiiareiohe AGACCTAGCTATT
Ara ararauna GGAAATCTG..T..... 1 Rieree .. 4 AGACCTAGCCATC
Ara militaris GGAAACCTA. . .ccee- i SR € - SR GGACCTAGCCATC
Forpus passerinus GGAAACCTA..... (G O I < InE S 8 AGACCTAGCCATC
Primolius maracana GGARAACCTA..cccesew T..G..A.....AGACCTAGCCATC
Psittacara rubritorguis |GGAAACCTA. .ccoCiossoos.e Sl L GGACCTAGCCATC
Pyrrhura rupicola GGAAACCTA..... G ol G aBhe s o s DOGACETGGECATE

Fonte: elaborado pela autora (2019).
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E comum que primers universais de um determinado grupo
taxondmico sejam capazes de amplificar outros taxons. Através da analise
realizada no BLAST, encontrou-se que os resultados de similaridade,
score total e e-value entre as sequéncias dos primers e sequéncias de aves
apresentaram valores mais robustos que em sequéncias de humanos e
amostras ambientais de Eubacteria e Eukarya (Tabela 6). Isso evidenciou
uma maior especificidade dos primers ao grupo alvo do estudo em relagédo
a possiveis contaminantes da amostra (DNA humano e DNA de
microorganismos).

Vestigios biologicos forense frequentemente encontram-se em
pouca quantidade e com DNA altamente degradado (ALAEDDINI;
WALSH; ABBAS, 2010). Isso pode ser bastante comum em amostras de
ovos apreendidos, visto a exposi¢do ambiental variada a que sdo
submetidos durante os procedimentos do trafico. Embora fragmentos
menores sejam mais faceis de amplificar, o desafio dos mini-barcodes é
gue estas pequenas regides podem ser mais dificeis de identificar
corretamente as espécies (FORAN; FISCHER; STOLOFF, 2015).
Através de ferramentas de bioinformatica é possivel determinar as
menores e mais informativas regiées mini-barcodes para um dado grupo
de espécies (BOYER et al., 2012; BROWN et al., 2012; DONA et al.,
2015), como foi realizado neste estudo.
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Tabela 6. Resultados do teste de especificidade in silico a partir do alinhamento
BLAST de cada primer com cada conjunto de sequéncias do GenBank analisado.

Sequéncias Parametros Primers
q BirdF1 COlbirdR2 AvMiF1 AvMiIiR1
% de 100 100 100 100
identidade
% de 84 a
cobertura 100 100 100 100
Geral 4412
Score total 5’2 52 40,1 40,1
2e-04 a
e-value 0,058 2e-04 0,30 0,30
% de
identidade 100 100 100 90a 100
% de 84 a
Aves cobertura 100 100 100 100
52a 322a
Score total 441 52 40,1 401
le-05a 0,018 a
e-value 0,003 1le-05 0,018 43
% de 94 a
identidade 100 95a 100 94a100 94a100
% de 53a
} cobertura 100 53a100 65a100 65a100
umano
28,2a 243 a 243 a
Score total 342 28,2a34,2 28.2 30.2
e-value 1,6 a96 1,6 a96 36a562 36a562
% de 9la
identidade 100 100 100 942100
% de
50a76 50a73 65 a 85 65 a 85
Eubacteria cobertura 26.3 26.3 26.3
o a 3 a 3a
Score total 32.2 26,3a32,2 30,2 30.2
4,7 a 6,9a
e-value 292 47 a291 108 10 a 159
% de
identidade 100 94a100 100 93a100
% de
Eukarya 42 a53 46a76 50a70 50a70
cobertura
223a 20,3 a 20,3 a
Score total 28.2 24.3a32,2 24.3 243
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Primers
BirdF1 COlbirdR2 AvMiF1 AvMiIiR1

34a
212 0,28 a 69 32a503 26a410

Fonte: elaborado pela autora (2019).

Sequéncias Parametros

e-value

Na analise em janelas realizada no SPIDER, a proporc¢do de zero
ndo-coespecificos!* deve ser igual a zero e a proporcdo de clados com
congruéncia entre as arvores neighbor-joining da janela e das sequéncias
inteiras'® deve ser superior a 0,84 (BOYER et al., 2012). As analises em
janelas realizadas neste estudo demonstraram que é possivel identificar as
espécies testadas mesmo com fragmento de tamanho bastante reduzido
(164 pb) (Figura 10), o que amplia a possibilidade de identificagdo de
espécies de psitacideos em ovos em situagfes bastante extremas. Além
disso, observou-se que as regides de hibridiza¢do dos primers de Kerr et
al (2009a) formam fragmentos que ficaram dentro das regiGes de
identificacdo das espécies de psitacideos dadas pelo SPIDER. Encontrou-
se, também, que estas regides possuem menor nimero de nucleotideos
diagnésticos'®, sendo, portanto, consideradas boas regides para primers
universais (BOYER et al., 2012). Nenhum dos fragmentos das sequéncias
do conjunto de dados utilizado neste estudo atingiu 100% de sequéncias
identificadas, como ocorreu com o tamanho padronizado de 584 pb (405
pb e 277 pb = 96,77% e 164 pb = 90%), o0 que pode ter relacdo com a
baixa representatividade de sequéncias no conjunto de dados.

4 Proporgdo de quantas distancias intra e interespecificas ndo permitem
identificar todas as espécies do conjunto de dados.

15 O SPIDER cria arvores filogenéticas com o tamanho completo das
sequéncias e com os fragmentos determinados pelo tamanho das janelas.
Uma a uma, todas as arvores dos fragmentos testados sdo comparadas com a
arvore das sequéncias completas a fim de verificar se 0 agrupamento das
espécies é igual entre as duas arvores.

16 S80 assim chamados os nucleotideos que sdo especificos em determinada
posicdo para cada espécie. Em casos de primers universais, espera-se que as
regifes de flanqueamento sejam mais conservadas, ou seja, com menor
namero de nucleotideos diagnosticos, enquanto que se espera maior nimero
destes em fragmentos de identificacdo de espécies.
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Figura 10. Resultado das analises no SPIDER para determinagdo da menor e mais informativa regido barcode de COI em espécies de psitacideos. A: 506 pb; B: 405 pb; C: 382 pb; D: 277 pb; E:
164 pb. Em vermelho estdo demarcadas as interseccdes entre a proporcdo de zero ndo-coespecificos e as proporgdes de clados com congruéncia entre as arvores neighbor-joining das janelas e das
sequéncias inteiras com valores acima de 0,84.
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Através da PCR ndo foi possivel amplificar os fragmentos de 277,
382 e 506 pb nas espécies testadas (C. japonica, G. gallus, S. canaria e
N. hollandicus). O par de primers que gera o fragmento de 405 pb teve
hibridizacdo inespecifica, gerando duas ou mais bandas em algumas
espécies. No entanto, foi utilizado em nested PCR e amplificou uma
banda Gnica. No caso do fragmento de 164 pb, a amplificacao foi possivel,
porém, por ser um fragmento de tamanho pequeno, podem ser perdidos
alguns nucleotideos diagndsticos devido a artefatos da técnica de
sequenciamento de Sanger (SULTANA et al., 2018). Apesar disso,
fragmentos de tamanho superior a 100 pb frequentemente resultam em
um bom sequenciamento (YANG et al., 2018). Assim, escolheu-se para
as demais analises, os pares de primers BirdF1 + COIlbirdR2, BirdF1 +
AVvMIR1 e AVMiF1 + AVMIR.

A despeito das vantagens do uso de COIl e sua eficiéncia na
identificacdo de espécies de psitacideos demonstrada pelas analises in
silico deste estudo e na literatura, inclusive na identificacdo de espécies
de aves cripticas e proximamente relacionadas (BAKER; TAVARES;
ELBOURNE, 2009; KERR et al., 2009a; TAVARES; BAKER, 2008;
VILACA et al., 2006), embora bastante raros (BARREIRA; LIJTMAER,;
TUBARO, 2016), ha casos onde ndo é possivel identificar espécies a
partir do uso de COIY. Isso ocorre com os Tiranideos, género Lorus
(KERR et al., 2009a) e oito espécies do género Sporophila (BARREIRA;
LIUTMAER; TUBARO, 2016)*8. Entretanto, COI é o gene mitocondrial
de aves que, até 0 momento, estudos determinaram como aquele com
caracteristicas evolutivas consideradas mais eficientes para o grupo. Isso
porque as taxas de divergéncia ndo variam significativamente entre 0s
genes mitocondriais em aves e os demais genes tém funcionalidade igual
ou inferior ao COl (BARREIRA; LUTMAER; TUBARO, 2016; KERR
etal., 2009a; PACHECO et al., 2011), o que representa um problema para
a identificacdo destas espécies citadas na literatura por DNA barcode
utilizando mtDNA.

Nesses casos, uma alternativa possivel é a utilizacdo de primers
espécie-especificos para identificacdo a nivel de espécie (NUNEZ-
RODRIGUEZ et al, dados em publicagdo). A amplificacdo de fragmentos
de genes mitocondriais seguida do uso de RFLP do fragmento
amplificado também pode ser uma alternativa (FERRITO; BERTOLINO;

17 Espécies resultantes de radiacGes recentes e hibridizagdo entre espécies
(HEBERT et al., 2004).

18 Tiranideos e género Sporophila sio passeriformes e género Lorus sdo
psitaciformes.
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PAPPALARDO, 2016; SUNTRARACHUN; CHANHOME;
SUMONTHA, 2018), assim como 0 uso conjunto de mais de um gene.

3.2 PADRONIZAGCAO DO PROTOCOLO DE ANALISE DE
DNA EM OVOS

Tendo em vista a escassez de amostra em termos de quantidade
muitas vezes presente em situacdes forenses (ALAEDDINI; WALSH;
ABBAS, 2010) e a necessidade de manter parte das amostras
armazenadas como prova (RODRIGUES; FRANCEZ; GARRIDO,
2018), testes de sensibilidade da analise de DNA séo importantes para
determinar o minimo de material biol6gico necessario em um diagnéstico
eficiente. Ademais, a presenca de componentes inibidores de reacdo pode
interferir tanto nos experimentos de extracdo quanto de amplificacéo de
DNA (WILSON, 1997) e a utilizagdo de quantidade menor de amostra
pode ser uma forma de reduzir ou eliminar a agdo destes inibidores
(DEMEKE; JENKINS, 2010; SCHRADER et al., 2012; WILSON, 1997).
Testes de sensibilidade também sdo importantes como meio de padronizar
os limites da analise de DNA e garantir a qualidade destas (SWGDAM,
2016).

Neste estudo, foi possivel padronizar a utilizacdo de uma
guantidade minima de aproximadamente 30 a 40 puL (ou mg) de gema e
0,5 cm x 0,5 cm de membrana da casca na extracdo de DNA, obtendo
amostras sem pellet!® visivel. Optou-se por ndo padronizar a concentragéo
de &cidos nucleicos em todas as amostras devido a grande variabilidade
no rendimento de acidos nucleicos obtido na extracdo, com concentracdo
minima de 0,5 ng/uL. Nos ensaios de amplificacdo de fragmento de COI
foram obtidos resultados positivos em amostras com concentracfes de
acidos nucleicos entre 0,5 e 280 ng/uL. Amostras com concentracdo
maior que 280 ng/uL precisaram ser diluidas dado o insucesso na PCR.
No entanto, casos de concentragdo de acidos nucleicos acima de 200
ng/uL foram bastante raros em extracdo de DNA em partes de ovos que
n&o incluem o embrido.

Tal resultado possivelmente esta relacionado com o fato de que
uma quantidade minima de amostra (01 pL, por exemplo) aumenta a
diluicdo de DNA no volume final da PCR, fazendo com que os inibidores
também sejam diluidos a concentragbes ndo inibitérias (DEMEKE;
JENKINS, 2010; SCHRADER etal., 2012; WILSON, 1997), assim como
a diluicdo prévia das amostras de extracdo de DNA a concentracoes

19 Pellets formados, possivelmente, por complexos proteinas + SDS + lipideos.
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baixar, como 20 a 50 ng/uL. A diluicdo também pode diminuir a
sensibilidade da PCR por também reduzir a concentracdo de DNA, mas,
nesse caso, nao foi o que ocorreu.

Durante a manipulacéo dos ovos das quatro espécies selecionadas
para teste notou-se diferengas fisicas relacionadas a resisténcia da casca e
da membrana da casca, coloragdo da gema e quantidade de albimen
dentro de cada ovo, mesmo considerando o fato de que nenhum ovo
estava fertilizado. A coloracdo amarelada da gema e seus diferentes tons
¢ dada pela presenca de carotenoides diversos (BIRKHEAD, 2016;
BLOUNT; HOUSTON; MOLLER, 2000), compostos que séo adquiridos
durante a alimentagdo, sendo provéavel que a composi¢cdo da gema em
cada ovo fosse diferente. A composicdo da casca varia tanto entre
espécies, quanto de acordo com a alimentacdo (BIRKHEAD, 2016).
Além disso, a rigidez da membrana da casca é determinada pela sua
composi¢do proteica e varia entre espécies (BIRKHEAD, 2016;
STODDARD et al., 2017). A partir de tais caracteristicas visiveis foi
possivel inferir que também haviam variacdes quimicas entre os ovos
utilizados.

Os resultados mostraram ndo haver diferenca nos ensaios de
amplificacdo de DNA (Figura 11), sendo possivel extrair e amplificar a
regido de interesse em todas as espécies e partes de ovo testadas no
presente estudo. Também ndo foi observada diferenca entre taxa de
sucesso e insucesso da PCR em amostras de extracdo de DNA a partir dos
trés protocolos utilizados. Variagbes na intensidade das bandas foram
mais provavelmente relacionadas a concentragdo de DNA e pureza das
amostras, que pode variar em cada uma delas (HUGGETT et al., 2008),
mesmo que 0 processo de extragdo tenha sido realizado no mesmo dia e
pela mesma pessoa, em vez de diferencas entre espécies. Assim, optou-se
pelo uso de ovos de Coturnix japonica nos demais ensaios.
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Figura 11. Eletroforese de fragmentos de 164 pb de COI amplificados a partir de
amostras de ovos de quatro espécies de aves domesticas, duas partes do ovos e
trés protocolos de extracdo utilizando os primers AvMiF1 + AvMIiR1. G: gema,
M: membrana da casca, Nh: Nymphicus hollandicus, Gg: Gallus gallus, Sc:
Serinus canaria, Cj: Coturnix japonica, 1: cloreto de sédio, 2: acetato de potassio,
3: acetato de aménio, C-: controle negativo.
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Fonte: elaborado pela autora (2019).

Embora todas as amostras deste teste tiveram sucesso na
amplificacdo de fragmentos de COI, sabendo-se que a diferenca entre
concentracao inibitéria e ndo inibitéria de um determinado componente é
bastante sensivel (ROSSEN et al., 1992), ndo se pode excluir a
possibilidade de falhas em anélises de ovos em uma aplicacéo futura em
caso real de trafico, visto que ndo foram realizadas analises de
composicdo quimica de cada ovo utilizado nos testes a fim de verificar as
diferencas de concentragdo dos possiveis inibidores de PCR. Ademais, 0
ambiente criado durante as reacBes moleculares é variavel entre amostras
(HUGGETT et al., 2008). No entanto, ao longo dos passos de um
protocolo de extracdo de DNA frequentemente é possivel alterar a
concentracdo dos componentes inibitorios (ROSSEN et al., 1992), além
de existirem adjuvantes que podem ser adicionados ao mix de PCR a fim
de contornar a presenga de inibidores (SCHRADER et al., 2012).

E possivel extrair DNA de casca de ovos, tanto por maceragio,
quanto por swab da casca (EGLOFF et al., 2009; MARTIN-GALVEZ et
al., 2011). Estudo anterior realizou swab em casca de ovos de galinha e
ndo retornou resultados positivos (KLIPPEL; BONFIM; PANETO,
2012), provavelmente devido a intensa manipulagcdo que faz com que as
células remanescentes da cloaca da fémea sejam perdidas. Portanto, pode
ser improvavel reproduzir a técnica em ovos apreendidos, visto que
Martin-Gélvez et al., (2011) realizaram coleta de swab em ovos
diretamente nos ninhos, apés postura.

O processo de extragcdo de DNA em cascas maceradas inclui passos
a mais na analise devido a necessidade de se retirar o célcio (RIKIMARU;
TAKAHASHI, 2009), que é um inibidor de PCR (WILSON, 1997). Além
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disso, o protocolo de Rikimaru e Takahashi (2009) utiliza EDTA em
grande quantidade na descalcificacdo, sendo necessario outro passo para
purificacdo das amostras, pois 0 EDTA em grandes quantidades também
inibe PCR (DEMEKE; JENKINS, 2010).

Este estudo realizou testes iniciais em que foram utilizadas
amostras de albimen. Nao houve sucesso na amplificagéo de fragmentos
de COI em nenhuma amostra de albtimen, embora Herman (2004) relate
extracdo e amplificacdo de DNA a partir desta parte do ovo. A falha
observada neste estudo pode ter ocorrido pela grande presenca de
albumina nessa parte do ovo (RICKLEFS, 1977), que pode ter inibido a
PCR (ROSSEN et al., 1992). Muito provavelmente esse problema néo foi
encontrado por Herman (2004) devido a utilizacdo de kit de extracdo de
DNA em seu estudo.

Optou-se, entdo, por utilizar nos ensaios desta pesquisa amostras
de gema e membrana da casca, que ja foram utilizadas em outros estudos
como fonte de material genético, porém, a extracdo do DNA foi sempre
realizada com kits (ARNOLD et al., 2017; HERMAN, 2004). Demais
estudos que realizaram analise de DNA em embrido e anexos
embrionarios utilizaram, para extracdo de DNA, protocolos com fenol-
cloroférmio ou kits (COGHLAN et al., 2012; EGLOFF et al., 2009;
GONCALVES et al., 2015; JACQUES, 2005; JOHNSON, 2010).

Os custos de kits de extragdo de DNA sdo bastante altos,
principalmente para regiGes onde os recursos sdo limitados e a
identificacdo de espécies depende de procedimentos de menor custo.
Protocolos com fenol-cloroférmio oferecem um grande risco a salde
devido a exposicdo a estes agentes extremamente téxicos. Considerando
0 exposto, para este estudo foram escolhidos trés protocolos de extracéo
de DNA com o principio salting out, ou seja, diminuicéo da solubilidade
das proteinas pela alta concentracdo de sal. Escolheu-se utilizar
protocolos com sais devido as carateristicas das amostras: gema e
membrana da casca sdo extremamente ricas em proteinas (BIRKHEAD,
2016). Existem sais que sdo eficientes na precipitacdo de proteinas,
enquanto outros sdo menos ou ndo sdo eficientes (Franz Hofmeister
(1887) traduzido por Kunz, Henle e Ninham (2004)), por isso o teste de
trés sais distintos.

Estudo de Franz Hofmeister (1887, traduzido por Kunz, Henle e
Ninham (2004)) demonstrou a atividade de vérios sais e seus
componentes acidos e basicos na precipitacao de proteinas. Componentes
alcalinos como litio, sédio, potassio e aménio sdo bastante eficientes na
precipitacdo de proteinas, mas o componente bésico também influencia:
sulfatos e acetatos séo precipitantes mais fortes que cloretos e nitratos.
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Em relagdo a composicao dos sais utilizados nos protocolos de extragdo
desta pesquisa, segundo o autor, aquele com maior poder de precipitacao
de proteinas é o cloreto de sddio, seguido pelo acetato de potassio e, por
fim, acetato de amdnio, que € um sal considerado sem poder de precipitar
proteinas, o que é contrario ao descrito por Rivero et al (2006).

Protocolo com precipitacdo de proteinas utilizando cloreto de litio
é considerado o mais eficiente na extracdo de RNA em gema de ovos
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), assim como em extra¢do
de DNA em plantas (HONG et al., 1995), provavelmente pela capacidade
do sal em formar precipitados de proteina insolUveis. Entretanto, Franz
Hofmeister (1887, traduzido por Kunz, Henle e Ninham (2004)) nédo
encontrou variagdes na precipitacdo de proteinas utilizando cloreto de
litio e cloreto de sodio. Portanto, o protocolo com cloreto de litio ndo foi
testado neste estudo, além de o cloreto de litio ser toxico e de dificil
acesso.

Fatores como concentracdo de proteinas e de sal presentes na
solucdo, além da composicao do sal em si, determinam o quao eficiente é
a precipitacdo de proteinas. A forma de atuacdo de um sal também
depende da sua capacidade de absor¢cdo do solvente no qual a proteina
esta solubilizada, que é dada pela sua forca idnica. Acetatos e cloretos
diferem na interacdo com o solvente dependendo da substancia que sera
precipitada. Sédio e potassio tém igual comportamento de absorcéo de
solvente, podendo ser substituidos sem qualquer alteracdo. O aménio,
entretanto, é instavel em relagdo a sua interacdo com o solvente (Franz
Hofmeister (1888) traduzido por Kunz, Henle e Ninham (2004)). No
presente estudo ndo foi observada diferenca na extracdo de DNA com os
trés sais testados. O acetato de amonio, quando bem solubilizado, pode
ser capaz se precipitar proteinas, o que explicaria 0 sucesso na extragéo
de DNA descrito por Rivero et al (2006) e encontrado nesse estudo.

Outros componentes abundantes na gema sdo as gorduras
(BIRKHEAD, 2016). Lipideos sdo melhor extraidos a partir do uso de
solventes organicos que impedem agregacdo das moléculas por interacfes
hidrofébicas (NELSON; COX, 2014). Assim, fenol-cloroférmio seria a
melhor op¢do na remogao destes compostos que também sdo inibidores
de PCR (SCHRADER et al., 2012). Entretanto, &lcoois também podem
remover lipideos (NELSON; COX, 2014), entdo os protocolos escolhidos
foram mantidos a fim de observar se as etapas de precipitacdo de DNA
com isopropanol e lavagem do pellet com etanol 70% s&o suficientes para
garantir a qualidade das analises. A remocéo de lipideos ndo foi verificada
diretamente nesta pesquisa, mas pode ser inferida a partir do sucesso na
amplificacdo do DNA nas amostras.
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Etapas finais de precipitagio de DNA com &lcoois também
removem reagentes utilizados na extragdo de DNA. Embora o
isopropanol dificulte a aderéncia do pellet de DNA ao microtubo e
permita a coprecipitacdo de sais, sendo, portanto, menos eficiente que o
etanol, a quantidade de isopropanol utilizada para sua eficiéncia méaxima
na precipitacdo de DNA ¢é a metade da quantidade necessaria de etanol
(SAMBROOK; GREEN, 2012). Além disso, a escolha em manter a
precipitacdo de DNA com isopropanol se deu devido ao fato de que este
ja foi descrito como capaz de remover inibidores de PCR em amostras
que passaram por processo de post mortem (HANNI et al., 1995), que é 0
caso de amostras forenses.

Na amplificagdo de mini-barcodes (164 pb) realizada nesta
pesquisa, apenas duas amostras ndo amplificaram os fragmentos
utilizando o programa curto (Tabela 7). Estdo ndo eram amostras com
concentracdo de DNA abaixo do limite dado pelo teste de sensibilidade
(0,5 ng/uL). O programa longo, semelhante ao descrito por Kerr et al
(2007, 2009a), ndo amplificou mini-barcodes nessas duas amostras, que
posteriormente foram amplificados com o uso de DMSO, fazendo com
que todas as amostras de ovos in natura (n = 30) apresentassem sucesso
na PCR.

Tabela 7. Numero de amostras de ovos de codorna in natura com sucesso na
amplificacéo, por tamanho de fragmento, técnica de PCR, parte do ovo e total.
NUmeros entre parénteses correspondem ao total de amostras testadas. Do total
de 15 amostras, 05 correspondem a cada um dos protocolos de extragdo de DNA
(cloreto de sddio, acetato de potassio e acetato de aménio). PCR com DMSO 3%
e nested foram realizadas apenas com amostras que ndo amplificaram com a PCR
convencional.
Tamanho do

Sucesso na amplificacdo

fragmento PCR Membrana Gema Total
164 pb Convencional 14 (15) 14 (15) 28 (30)
DMSO 3% 01 (01) 01 (01) 02 (02)

947 pb Convencional 02 (15) 14 (15) 16 (30)
405 pb Nested 03 (13) 01 (01) 04 (14)

Fonte: elaborado pela autora (2019).

Os 12 tampGes de PCR utilizados como tentativa de melhorar a
reacdo ndo foram eficientes em amplificar fragmentos de COIl em
amostras que falharam na primeira tentativa, assim como 0s outros
adjuvantes, sendo que apenas DMSO a concentracdo de 3% permitiu
amplificacdo do fragmento de interesse. Apesar de ter mecanismos de
acdo semelhantes ao DMSO, a Formamida é considerada com menor
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poder de melhoramento de PCR (FRACKMAN et al., 1998). O Tween-
20, apesar de ser um agente importante no melhoramento de PCR na
presenca de albumina® (WILSON, 1997), ndo foi suficiente no
melhoramento da amplificacdo de fragmentos em amostras de ovos de
codorna, possivelmente pelo seu efeito de diminuir a especificidade dos
primers.

O uso de DMSO é descrito como facilitador de PCR em casos nos
quais os alvos sdo ricos em GC (FRACKMAN et al., 1998). O contetdo
de GC no COI de aves é alto e bastante variavel entre espécies
(FORSDYKE, 2013). Em codornas, o modelo utilizado para os testes
descritos, o contetido de GC na regido 5° de COI encontrado foi de pouco
mais de 46%, enquanto que nos psitacideos utilizados nas analises in
silico, o contelido de GC esteve em torno de 48 e 53%%. O DMSO
também age como isoestabilizador das moléculas de DNA, tornando-as
mais acessiveis a tag DNA polimerase por facilitar o rompimento das
ligacbes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas (JENSEN;
FUKUSHIMA; DAVIS, 2010).

Nos resultados aqui descritos, o problema parece ndo ter sido o
contetdo de GC, dado que houveram amostras que nao tiveram
problemas na amplificacdo e a mesma espécie (Coturnix japonica) foi
utilizada em todos os testes. Portanto, & provavel que o problema foi
causado por excesso de albumina na reacdo. O DMSO € capaz de
precipitar e desnaturar proteinas (ARAKAWA; KITA; TIMASHEFF,
2007), entdo sua atividade de melhoramento de PCR nas amostras
estudadas provavelmente foi relacionada & desnaturacdo de proteinas,
impedindo-as de interagir com as moléculas de DNA, facilitando, assim,
0 acesso da taq DNA polimerase. Entre as vantagens do uso de DMSO
como adjuvante esta o fato de que é um reagente barato e de facil acesso.

Dada a alta taxa de falha na amplificacdo de fragmentos de 947 e
405 pb em membranas da casca observada neste estudo (Tabela 7), tal
resultado pode ser um indicativo de degradacdo do DNA (ALAEDDINI;
WALSH; ABBAS, 2010). Isso porque 0 uso de DMSO ndo melhorou a
PCR, como aconteceu com a amplificacdo do mini-barcode. No entanto,
testes de qualificagdo do DNA gendmico extraido poderiam confirmar
essa hipotese. Os demais adjuvantes e o programa longo ndo foram
testados para amplificacdo de fragmentos de maior tamanho por ja terem
falhado na amplificacdo de fragmentos de 164 pb.

2 pProtefna bastante abundante em ovos.
21 Célculo realizado no SPIDER através da fungdo GC.content.
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Por serem ovos in natura, esperava-se auséncia ou pouca
degradacdo no DNA, visto que ndo passaram por nenhum processo que
facilitasse tal condigdo. Entretanto, deve-se lembrar que foram adquiridos
ovos ndo fertilizados em supermercados e que estes poderiam ter estado
algum tempo em estoque e suscetiveis a acdo de enzimas digestivas
presentes na gema, assim como pode ocorrer com amostras de saliva
estocadas por muito tempo antes de realizar a extragdo de DNA (YAO et
al., 2016), visto que, embora o embrido seja capaz de metabolizar
nutrientes em seu sistema digestivo?? (UNI; FERKET, 2004), parte dos
nutrientes sofrem algum grau de metabolizacdo ainda no citoplasma da
célula para, entdo, serem absorvidos pelo embrido (YOSHIZAKI et al.,
2004).

Nucleases que degradam DNA também estdo presentes nas células
apos a morte celular (BAR et al., 1988) podendo ser, também, um dos
motivos da possivel degradacdo do DNA nas amostras analisadas. Além
disso, a degradacdo do DNA pode ter ocorrido durante o processo de
extracdo devido a presenca destes componentes digestivos ou em
decorréncia do proprio processo. Adicionar 0,1 M de sulfito de s6dio ao
tampdo de lise pode evitar degradacdo de DNA durante a extracdo
(BYRNE; MACDONALD; FRANCKI, 2001).

Entretanto, o maior insucesso na amplificacdo de fragmentos
maiores se deu em amostras de membrana da casca. O fato destas serem
mantidas em incubacdo a 55°C com proteinase K durante
aproximadamente 24 h? pode ter aumentado a degradagdo de DNA
devido a exposicdo a alta temperatura durante tempo prolongado
(ROHLAND; HOFREITER, 2007). Mesmo que fragmentos de 164 pb
puderam ser amplificados com sucesso e que as analises no SPIDER
demonstraram ser possivel identificar psitacideos a partir de fragmentos
mini-barcode, estudos in silico e in vitro com outros tdxons de aves séo
necessarios para determinar a eficiéncia destes tamanhos de fragmento
como identificadores de espécies, sendo, por enquanto, preferivel a
utilizacdo de fragmentos maiores por conterem maior nimero de regides
diagndsticas para grande parte das espécies (NUNEZ-RODRIGUEZ et al,
dados em publicacdo). Dos seis sequenciamentos realizados neste estudo,
dois resultaram em fragmento de tamanho inferior a 80pb, ndo podendo
ser analisados pelo BOLD. Dos quatro tamanhos de fragmento aceitaveis

22 O sistema digestivo de aves é um dos primeiros a serem definidos durante o
desenvolvimento embrionario.

2 A fim de aumentar o rendimento de DNA, visto que membranas sio ricas em
proteinas e ndo alteram seu aspecto visual durante a extragédo de DNA.
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para analise no BOLD, um ndo retornou resultados (no match) e trés
tiveram a espécie corretamente identificada (Coturnix japonica).

Outra possibilidade que ndo deve ser descartada é que houve
presenca de DNA amplificado, porém em rendimento bastante baixo para
ser detectado em gel de agarose. Entretanto, em ensaios de PCR em tempo
real é possivel detectar a presenca de produtos de PCR mesmo em
rendimento baixo (ANDREASSON et al., 2006; JAKUBOWSKA,;
MACIEJEWSKA; PAWLOWSKI, 2012; SWANGO et al., 2006) e a
realizacdo destes testes poderia confirmar se realmente houve falha na
amplificacdo dos fragmentos nestas amostras.

3.3 SIMULAGAO DE SITUACOES FORENSES

Estudos que simulam situagdes forenses sdo frequentes na
literatura em diversas areas da biologia, como a entomologia forense
(MAZZANTI et al., 2010; RIES et al., 2016). Em genética, esse tipo de
estudo é realizado com diferentes tecidos humanos e partes de animais,
como o6rgdos e musculo (ASLAN et al., 2009; BAR et al., 1988; FORAN,
2006; HOFF-OLSEN et al., 1999; POONIYA et al., 2014), em
simulagOes de extracdo a partir de DNA em local de crime (RAYMOND
et al.,, 2009; VAN OORSCHOT et al., 2003), amostras de material
bioldgico em roupas (ALLARD et al., 2007; VERDON; MITCHELL;
VAN OORSCHOT, 2013), entre outros (TOBE et al., 2013; TOBE;
GOVAN; WELCH, 2011), sendo um tema que perpetua em pesquisas
atuais (MCLEISH et al., 2018).

No entanto, um Unico estudo foi encontrado tratando de simulag6es
de situacdes forenses envolvendo ovos de animais silvestres, onde testou-
se apenas a analise de DNA a partir de swab da casca em ovos de galinha
(KLIPPEL; BONFIM; PANETO, 2012). O presente trabalho apresenta o
primeiro ensaio mais aprofundado tratando do assunto, em que diversas
simulacGes de amostras de ovos de aves traficados foram realizadas.

As simulacdes de vestigios forenses aqui realizadas sdo condices
que podem alterar a composi¢do das amostras em relagdo aos ovos in
natura utilizados na etapa de padronizacdo. O apodrecimento altera a
composicdo quimica dos ovos (ORLOWSKI et al., 2016), assim como a
presenca de microrganismos nestas situacdes também pode ser um fator
de inibicdo de PCR (WILSON, 1997). Além disso, a presenca de
componentes em tecidos de roupas também altera 0 ambiente da reacéo,
como é o caso do indigo, um corante azul utilizado em calcas jeans
reconhecido como um inibidor de PCR (SHUTLER et al., 1999). Dessa
forma, foram mantidos nesta etapa da pesquisa os trés protocolos de
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extracdo e as distintas partes do ovo nos ensaios de simulagdo, assim
como a utilizacdo de DMSO 3% para amplificacdo de mini-barcodes.

A dessecacdo de tecidos bioldgicos é considerada uma forma de
preservacdo do DNA, visto que limita os danos hidroliticos ao DNA e
impede o crescimento de microrganismos que aceleram o processo de
degradacdo post mortem (ALAEDDINI; WALSH; ABBAS, 2010).
Sucesso na recuperacdo de DNA em amostras de colecfes bioldgicas e
museus, que sdo muito antigas e, frequentemente, preservadas por
dessecacdo, confirmam essa protecdo (HOFREITER et al., 2001; LEE;
PRYS-JONES, 2008; OSKAM et al., 2010), assim como a alta taxa de
sucesso na amplificacdo de fragmentos de 164 pb em ovos secos
observada no presente estudo (Tabela 8).

Tabela 8. Numero de amostras de simulagdes forenses em ovos de codorna com
sucesso na amplificacdo de fragmento de 164 pb por técnica de PCR. NUmeros
entre parénteses correspondem ao total de amostras testadas. Do total de 15
amostras, 05 correspondem a cada um dos protocolos de extragdo de DNA
(cloreto de sddio, acetato de potassio e acetato de aménio). PCR com DMSO 3%
foi realizada apenas com amostras que ndo amplificaram com a PCR
convencional.

Sucesso na amplificacdo

Simulacdo PCR
convencional DMSO 3% Total
OV0 seco Membrana 12 (15) 01 (03) 13 (15)
Gema 13 (15) 00 (02) 13 (15)
Ovo podre Membrana 00 (15) 07 (15) 07 (15)
Gema 07 (15) 05 (08) 12 (15)
quceat‘)sr;ffas Membrana 02 (15) 13(13) 15 (15)
. MDF 09 (15) 06 (06) 15 (15)
Flildoem parede 12 (15) 02(03)  14(15)
Papel toalha 05 (15) 01 (10) 06 (15)
Poliéster 15 (15) - 15 (15)
Fluido em Algodao 13 (15) 02 (02) 15 (15)
tecidos Jeans 12 (15) 03 (03) 15 (15)
Meia fina 13 (15) 02 (02) 15 (15)

Fonte: elaborado pela autora (2019).

E fato que o DNA encontra-se em melhor qualidade e é mais
facilmente recuperado a partir de amostras de material biolégico in natura
que naquelas em que houve algum tipo de manipulacdo (ASLAN et al.,
2009). Na simulacdo de ovos podres, a amplificacdo de mini-barcodes foi
eficiente e melhorada pelo uso de DMSO 3%, porém com bastante falha
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em amostras de membrana (Tabela 8). O fato de a amplificagdo ter
ocorrido apenas com uso de DMSO em membrana e de ter sido melhorada
em gema pode ter relacdo com a geragéo de inibidores de PCR durante o
processo de putrefacdo (HANNI et al., 1995) ou devido a presenca de
microrganismos (WILSON, 1997). Em relagdo a ovos in natura e secos,
a amplificacdo de COI a partir de membrana da casca de ovos podres foi
a mais ineficiente. Ao coletar as membranas, mesmo com lavagem e
raspagem destas, ainda restava conteido de putrefacdo e talvez a presenca
de inibidores, aliada a baixa quantidade de DNA em membrana e sua
degradacdo, seja a explicagdo para o insucesso na PCR observada nesses
€asos.

Extracdo de DNA a partir de tecidos &€ comum na area forense,
sendo utilizadas amostras de sémen, sangue e células da pele presentes
nas roupas. Os resultados encontrados neste estudo (Tabela 8) condizem
com a eficiéncia deste tipo de analise com os tipos de amostra citados
(ALLARD etal., 2007; SHUTLER et al., 1999; VERDON; MITCHELL,;
VAN OORSCHOT, 2013), embora no caso dos ovos foi necessario 0 uso
de adjuvante na PCR para melhoramento da intensidade das bandas. Tal
fato pode estar relacionado tanto com a composicao do fluido quanto com
0 substrato em si, visto que a composicdo dos tecidos é diferente entre
este estudo e os estudos citados.

A recuperagdo de DNA a partir de impressdes digitais deixadas em
substratos é uma realidade (CAVANAUGH; BATHRICK, 2018), embora
algumas vezes necessite do emprego de técnicas que melhorem a
quantidade de DNA recuperada, como swab duplo® (PANG; CHEUNG,
2007) ou utilizacdo de adesivos para coleta do material (FORSBERG et
al., 2016). A quantidade de DNA presente em uma impressao digital é
bastante baixa (VAN OORSCHOT et al., 2003; VAN OORSCHOT;
JONES, 1997), possivelmente menor que a quantidade encontrada em
fluido de ovos, principalmente se contém grande quantidade de gema.
Logo, a amplificagdo dos fragmentos de interesse em simulagGes de
amostras de fluido de ovo em substratos apresentou como maior desafio
a presenca de inibidores de PCR e néo a quantidade de DNA recuperada.
Apesar disso, 0 sucesso na ampliacéo foi evidente (Tabela 8) e 0 uso de
DMSO 3%, além de amplificar o fragmento em amostras antes com
insucesso, também aumentou a intensidade das bandas.

A maior falha na PCR ocorreu em amostras de fluido depositado
em papel toalha. A extracdo de &cidos nucleicos a partir de amostras

24 A técnica de swab duplo consiste na utilizacdo, inicialmente, de um swab
Umido seguido por um swab seco.
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depositadas em papel é possivel e, inclusive, em diversas drea como salde
e forense, sdo utilizadas amostras coletadas e armazenadas em papel filtro
(MIGUEL et al., 2013; ROSSI et al., 2017). O papel utilizado nesses
casos possui componentes que protegem o DNA, mas o fato de que outros
substratos, como os tecidos, permitiram a recuperacdo de DNA mesmo
ndo havendo componentes de protecédo, faz com que este provavelmente
nédo tenha sido o motivo pelo qual as amostras de fluido em papel toalha
foram tdo ineficientes. Uma possivel explicacdo seria que, em papel, ha
maior acimulo de albimen visto que, durante a deposic¢do do fluido, a
absorcao era bastante rapida e foi possivel visualizar que o contetdo de
gema ficava depositado sobre o substrato de apoio do papel.
Consequentemente, hd maior concentragdo de albumina nesse caso, que
pode ter inibido a PCR, mesmo com uso de adjuvantes, pois o
funcionamento destes depende também da concentracdo de inibidores
presente nas amostras (HUGGETT et al., 2008; SCHRADER et al.,
2012). Outra possibilidade é que esta perda de material para o substrato
de apoio tenha reduzido a quantidade de DNA molde disponivel para
amplificacéo.

Em membrana de cascas secas s6 foi possivel amplificar os
fragmentos apds uso de DMSO 3% (Tabela 8), além de que este adjuvante
aumentou em muito a intensidade das bandas das duas Unicas amostras
gue amplificaram em PCR sem adjuvantes. Quando as cascas foram
guebradas e deixadas para secar no ambiente, foi deixado nelas o albimen
a fim de ndo interferir no experimento. Possivelmente o que impediu a
analise foi o excesso de albumina nas amostras, visto que ndo apenas
houve amplificacdo do fragmento ap6s adicdo de DMSO 3%, mas a
qualidade das bandas foi incrivelmente aumentada (Figura 12).

Figura 12. Eletroforese de fragmentos de 164 pb de COIl amplificados a partir de
amostras de membrana de cascas secas sem (A) e com (B) DMSO 3%. A primeira
banda de cada gel corresponde ao controle positivo de 164 pb.

e

Fonte: elaborado pela autora (2019).

B)

Apesar de serem notadas algumas diferencas na quantificacdo de
DNA e intensidade das bandas de DNA amplificado, ndo foi observado
um padrdo destes resultados em relacdo aos protocolos de extracéo



79

utilizados. Assim, todos os protocolos testados foram eficientes na
extracdo de DNA para identificacdo de espécies em todas as situacdes
propostas, recuperando quantidade de DNA suficiente para as analises. A
escolha do melhor protocolo de extracdo de DNA pode ser baseada em
outros critérios como a disponibilidade do sal.

As reagdes acontecem de forma diferente em amostras diferentes,
de acordo com o ambiente criado e qualquer amostra estd sujeita a
facilitadores e inibidores diferentes (HUGGETT et al., 2008), o que
explica o porqué de algumas poucas amostras terem falhado na PCR,
mesmo com tentativas de melhoramento. As analises em amostras de ovo
seco podem ser realizadas em PCR sem nenhuma alteracdo nos reagentes
e programa descritos nesse estudo. Nas demais situa¢fes o uso de DMSO
3% é indicado, enquanto que, para membrana de cascas secas, 0 DMSO
3% é indispensavel. A fim de evitar necessidades de repeti¢des, embora
0 sucesso da PCR em muitas amostras independeu do uso de DMSO,
indica-se que ele seja utilizado como padrdo em andlises de DNA de ovos.

A amplificacdo de fragmentos maiores, assim como ocorreu com
membrana da casca de ovos in natura (Seccdo 3.2), também foi menos
eficiente nos ensaios de simulacdo forense (Tabela 9). Embora os ovos
deste estudo ndo estavam fecundados, a putrefacdo por acdo de
microrganismos ocorre da mesma forma que em situagdes post mortem e
contribuem com a degradacdo do DNA (BAR et al., 1988). Isso pode
explicar a falha na amplificacdo de amostras de ovos podres com
fragmentos barcode de dois tamanhos (Tabela 9), tendo sido eficiente
apenas utilizando-se mini-barcodes (Tabela 8). No caso das amostras de
fluido depositado em papel toalha, o insucesso na amplificacdo de
fragmentos maiores pode confirmar a hipétese langada para insucesso
observado com fragmento menor, pois a possibilidade de degradacédo de
DNA, nesse caso, decorre apenas do processo de extracdo (BYRNE;
MACDONALD; FRANCKI, 2001), mas a falha foi muito alta para que
este seja considerado como o principal motivo.
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Tabela 9. Numero de amostras de simulagdes forenses em ovos de codorna com
sucesso na amplificacdo por tamanho de fragmento. NUmeros entre parénteses
correspondem ao total de amostras testadas. Do total de 15 amostras, 05
correspondem a cada um dos protocolos de extragdo de DNA (cloreto de sddio,
acetato de potassio e acetato de amoénio). Nested PCR foi realizada apenas com
amostras gue ndo amplificaram fragmento de 947 pb.

Sucesso na amplificacdo

Simulagao

947 pb 405 pb Total

OV0 S0 Membrana 03 (15) 08 (12) 11 (15)
Gema 08 (15) 07 (07) 15 (15)

Ovo podre Membrana 00 (15) 00 (15) 00 (15)
Gema 00 (15) 01 (15) 01 (15)

qfefr‘;zsas Membrana 08 (15) 00(07) 08 (15)
. MDF 06 (15) 03 (09) 09 (15)
Fluido em Parede 05 (15) 04(10)  09(15)
Papel toalha 00 (15) 01 (15) 01 (15)

Poliéster 08 (15) 01 (07) 09 (15)

Fluido em Algoddo 14 (15) 01 (01) 15 (15)
tecidos Jeans 11 (15) 02 (04) 13 (15)
Meia fina 12 (15) 01 (03) 13 (15)

Fonte: elaborado pela autora (2019).

Nas demais simulagdes pode-se considerar que, de maneira geral,
foi possivel amplificar barcodes de um ou outro tamanho (947 e 405 pb),
tendo um rendimento total bastante eficiente (Tabela 9). Em amostras de
fluido em substratos (MDF e parede) e em poliéster, a menor eficiéncia
pode ter relacdo com a degradacdo do DNA devido aos processos de
preparo do material (friccdo de swab e desfiar o tecido). No caso das
cascas secas, a degradagdo pode ser decorrente da exposi¢do ao ambiente.
Ademais, hd a possibilidade de que houve amplificacdo, mas em
rendimento bastante baixo (ver Seccdo 3.2).

Em todas as amostras foi possivel amplificar pelo menos um
tamanho de fragmento. Para aquelas em que foi possivel amplificar
apenas o fragmento mini-barcode, a identificacdo de espécies é um
desafio, visto que sdo necessarias analises para determinar se esse
fragmento de 164 pb permite identificacdo de maior nimero de espécies
(ver Secgdo 3.1).

O mtDNA é citado muitas vezes como uma alternativa em
situacGes forenses tanto para analise de DNA animal quanto humano,
visto que hd maior quantidade disponivel nas células (ARIF; KHAN,
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2009; FORAN, 2006; ISENBERG, 2002; TAHIR; AKHTAR, 2015),
sendo relatado, inclusive, sua menor possibilidade de degradacdo em
relagdo ao DNA nuclear devido a sua compartimentalizacdo em
mitocdndrias e formato circular que dificulta acdo de nucleases (FORAN,
2006; ISENBERG, 2002). Entretanto, Foran (2006) cita que a degrada¢éo
de mtDNA é mais acelerada quando este se encontra em mesmo meio que
0 DNA nuclear (apds rompimento das mitocondrias e membrana nuclear),
visto que o DNA nuclear estd protegido pela cromatina. Qualquer
processo de morte celular depende de alguma atividade mitocondrial e a
permeabilizacdo da membrana das mitocondrias é um dos primeiros
eventos resultantes da morte celular, liberando o0 mtDNA rapidamente no
citoplasma (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Em amostras
forenses, o rendimento de mtDNA e DNA nuclear obtido é variavel
conforme o tipo de amostra e as condi¢fes em que se encontram, com
algumas delas apresentando recuperacdo bastante alta de DNA nuclear
em relacdo a0 mtDNA, enquanto que outras amostras tém um rendimento
baixo de mtDNA e zero de DNA nuclear (ANDREASSON et al., 2006).

Embora o mtDNA apresente diversas vantagens evolutivas para
identificacdo das espécies, pode haver situacdes onde a recuperacao de
DNA nuclear é mais eficiente, sendo o Unico ou melhor material
disponivel para analise. Regifes intergénicas do genoma nuclear séo
descritas como eficientes na identificacdo de organismos como plantas,
fungos, invertebrados, peixes (WANG et al., 2015) e carnivoros
(OLIVEIRA et al., 2010). Tais regides podem ser uma alternativa na
identificagdo forense de espécies, visto que genes nucleares com alta taxa
de transcricdo sdo mais suscetiveis a degradacdo que genes com baixa
taxa de transcricdo ou regides intergénicas (FORAN, 2006). O uso
conjunto de marcadores mitocondriais e nucleares também ¢é descrito
como forma de melhorar a identificacdo de espécies (SEVILLA et al.,
2007; YAO et al., 2010), com potencial para identificacdo de espécies
problematicas de aves (ALIABADIAN et al., 2009). Pesquisa recente de
Dyomin et al (2017) abre espaco para estudos dos espacadores transcritos
internos (ITSs) dos genes ribossomais como candidatos em estudos de
identificagdo de espécies animais que ndo podem ser identificadas a partir
de COl, incluindo aves.

Embora ndo tenham sido realizados testes de simulagcdo em ovos
embrionados, o fato de que foi possivel realizar analises em situagoes
bastante adversas e em tipos de amostra mais complexos faz com que a
analise em embribes em condicbes adversas, como decomposicdo e
dessecagdo, seja, muito provavelmente, possivel. Caso em algum
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momento ndo o seja, 0s testes aqui relatados d&o suporte para que outras
partes do ovo sejam utilizadas.

3.4 IDENTIFICACAO DE ESPECIES EM OVOS
APREENDIDOS

Foi possivel obter DNA de todos os tipos de amostras utilizados e
amplificar fragmentos de COI através dos pares de primers BirdF1+
COIbirdR2 (n = 26), BirdF1 + AVMiR1 (n = 4) e AYMiF1 + AVMIR1 (n
= 1). Ao contrario das simulagGes realizadas neste estudo, as amostras
recebidas ndo se encontravam em situagdes adversas, o que pode ter
facilitado a recuperacdo de fragmentos maiores, mas demonstrou a
importancia em se testar fragmentos mini-barcodes visto que, para um
ovo, foi possivel amplificar apenas o fragmento de 164 pb.

A escolha do protocolo de extragdo com cloreto de sddio resultou
de comparacg0es entre preco e disponibilidade do reagente em empresas
especializadas e andlise da Ficha de Seguranca de Produtos Quimicos
(FISPQ) de cada sal. Em termos de preco, a variabilidade foi maior entre
empresas diferentes que entre 0s sais, porém o acetato de aménio ndo
estava sendo comercializado por algumas empresas, sendo, portanto,
menos acessivel. Nenhum deles é classificado como substancia perigosa
pela legislacdo brasileira e europeia, tanto a seres humanos quanto ao
ambiente®. A escolha pelo cloreto de sodio se deu, entdo, pela maior
facilidade de se adquirir o produto.

Ap0s diversas tentativas ndo foi possivel obter sequenciamento de
qualidade para realizar a identificacdo da espécie a partir de membrana da
casca da amostra AP29. Os demais ovos apreendidos foram identificados
no BOLD como a espécie Graydidascalus brachyurus (curica-verde)
(Tabela 10), evidenciando a importancia da identificacdo genética
baseada em dados de referéncia obtidos a partir de identificagdo
taxonémica do adulto, dada a evidente variagdo morfométrica observada
nos ovos apreendidos (Figura 8A).

A curica-verde (G. brachyurus) (Figura 13) é um psitacideo com
distribuicdo bastante restrita no Brasil (Rond6nia, Amazonas, Pard e
Amapd), Peru, Colémbia, Equador e Guiana Francesa (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2016). Embora ndo conste na lista de espécies
ameagadas de extingdo do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2014) e
nos anexos CITES (CITES, 2017), além de ndo ser considerada ameacada

% Informagdes obtidas a partir de fichas FISPQ baseadas no “The Merck index:
an encyclopedia of chemicals, drugs, and biologicals”.
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de extingdo pelos critérios da IUCN, ha pouco conhecimento sobre a
populagcdo da espécie na natureza, sendo considerada em declinio
populacional (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016).

Figura 13. Espécime de Graydidascalus brachyurus (curica-verde).

Fonte: Kurazo Okada (2017).

Embora a amplificagdo de COI tenha sido realizada, em sua
maioria, a partir dos primers BirdF1 + COIlbirdR2, os fragmentos
resultantes do sequenciamento tiveram tamanho menor que o esperado,
de 747 pb (Tabela 10). Isso pode ter ocorrido por artefatos do
sequenciamento, visto que o sequenciamento de algumas amostras a partir
do primer reverse completou o tamanho do fragmento obtido a partir do
primer forward. Mesmo com fragmentos menores, a identificacdo das
amostras ndo foi prejudicada.
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Tabela 10. Identificacdo de espécies no BOLD, percentual de similaridade
realizada a partir de amostras de ovos apreendidos e tamanho do fragmento
analisado.

. Nome cientifico da Fragmento
Tipo de o . % de ]
Ovo . espécie identificada o analisado
material ] similaridade
geneticamente (pb)
Tecido Graydidascalus
APO1 99,46 379
muscular brachyurus
Graydidascalus
AP02 Gema 99,71 364
brachyurus
Graydidascalus
APO3 Gema 99,71 342
brachyurus
. Graydidascalus
AP04 Tecido d 98,34 250
muscular brachyurus
. Graydidascalus
APO5 Tecido g 99,65 298
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP0B Tecido d 100 243
muscular brachyurus
. Graydidascalus
APO7 Tecido d 99,61 265
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP08 Tecido d 99,68 324
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP09 Tecido d 99,62 535
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP10 Tecido d 98,69 322
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP11 Tecido Y 99,35 320
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP12 Tecido d 99,18 682

muscular brachyurus

. Graydidascalus
AP13 Tecido 99,79 483
muscular brachyurus
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Nome cientifico da Fragmento
Tipo de o o % de .
Ovo . espécie identificada o analisado
material . similaridade
geneticamente (pb)
. Graydidascalus
AP14 Tecido d 100 361
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP15 Tecido ¢ 100 113
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP16 Tecido d 99,47 211
muscular brachyurus
. Graydidascalus
AP17 Tecido g 100 308
muscular brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP18 98,32 299
muscular brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP19 99,6 333
muscular brachyurus
Membrana da Graydidascalus
AP20 99,7 344
casca brachyurus
Membrana da Graydidascalus
AP21 99,37 329
casca brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP22 100 356
muscular brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP23 99,27 292
muscular brachyurus
Membrana da Graydidascalus
AP24 99,14 350
casca brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP25 99,36 329
muscular brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP26 99,68 324
muscular brachyurus
Tecido Graydidascalus
AP27 99,68 325
muscular brachyurus
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Nome cientifico da Fragmento
Tipo de o o % de .
Ovo . espécie identificada o analisado
material . similaridade
geneticamente (pb)
Tecido Graydidascalus
AP28 100 314
muscular brachyurus
Membrana da
AP29 - - -
casca
Tecido Graydidascalus
AP30 99,67 683
muscular brachyurus
Membrana da Graydidascalus
AP31 100 325
casca brachyurus

Fonte: elaborado pela autora (2019).

O banco de dados GenBank néo foi utilizado para identificacdo de
espécies pelos seguintes motivos: tem menor disponibilidade de
sequéncias de COIl que o BOLD, as sequéncias ali depositadas ndo séo
curadas e 0o método de busca de similaridade entre sequéncias néao
favorece a identificacdo de espécies. Embora a ferramenta MegaBLAST
considere a similaridade entre sequéncias bastante proximas em suas
andlises, esta trata unicamente da similaridade de composicdo de bases
em determinadas posigdes das sequéncias (MADDEN, 2014), enquanto
que a ferramenta de identificacdo de espécies do BOLD considera, além
da composigéo e posicdo das bases, as distancias inter e intraespecificas,
além de gerar uma arvore pelo método de neighbor-joining para, entéo,
determinar a similaridade entre as sequéncias (RATNASINGHAM;
HEBERT, 2007, 2013).

Utilizar valores de limiar em analises de identificacdo de espécies
através de distancias genéticas ¢é essencial visto que pode eliminar erros
de identificacdo de espécime desconhecido decorrentes da falta de
sequéncias de determinadas espécies no banco de dados (VIRGILIO et
al., 2012). Quando foi proposta a técnica de DNA barcode, Hebert et al
(2003) determinaram um valor de limiar de distancia interespecifica para
identificacdo de espécies entre 2 e 3%. Assim, quando realizada a
comparacao de sequéncias, um espécime poderia ser considerado de uma
determinada espécie se atingisse valor de similaridade igual ou acima de
97%. Em aves, o limiar foi determinado em 2,7% (similaridade de até
97,3%) (HEBERT et al., 2004).
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Vérias criticas surgiram em relagdo ao valor de limiar proposto por
Hebert et al (2003) tanto em relacdo ao método de determinacéo do limiar,
guanto a impossibilidade de se padronizar um limiar Unico para todas as
espécies (CANDEK; KUNTNER, 2015; COLLINS; CRUICKSHANK,
2013; MEYER; PAULAY, 2005). Em aves, COI evolui de maneira
diferente entre varios clados, o que torna impossivel determinar um valor
universal de distancia como limiar do grupo (CAl et al., 2010); os autores
estudaram trés familias de aves onde encontraram, para cada uma, valores
diferentes de limiar (1,3% para Phasianidae, 3,1% para Accipitridae e
1,6% para Strigidae). Além disso, muitas vezes ndo é possivel definir um
limiar para identificacdo de espécies em alguns grupos (BAKER,;
TAVARES; ELBOURNE, 2009).

O BOLD utiliza limiar de 1% para identificar espécies
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007, 2013). Embora esse valor possa
ser suficiente em alguns casos, padronizar o limiar a este valor pode
incorrer em falsos positivo ou negativo (COLLINS; CRUICKSHANK,
2013). Assim, ha a recomendacdo de que o limiar seja calculado para o
conjunto de dados correspondente as espécies que se deseja estudar
(MEYER; PAULAY, 2005; VIRGILIO et al., 2012).

Meyer e Paulay (2005) e Meier et al (2006) criticam a identificagdo
de limiar baseado apenas em dados de distancia gerados por k-nearest
neighbor (método utilizado pelo BOLD), enquanto que Austerlitz et al
(2009) apoiam o uso de tal método como o mais eficiente para aplicacéo
na técnica de identificacdo de espécies por DNA barcoding. A estatistica
baseada em k-nearest neighbour inclui no calculo de limiar todas as
espécies do conjunto de dados contra todas, enquanto que best close
match considera apenas o espécime mais préximo contra cada uma das
sequéncias, sendo, portanto, menos inclusiva (BROWN et al., 2018). O
método best close match proposto por Meier et al (2006) também
apresenta taxas de erro, principalmente quando ha apenas uma sequéncia
para determinada espécie no conjunto de dados. Considerando que muitas
espécies raras sdo dificeis de disporem de um maior nimero de espécimes
para gerar sequéncias de DNA, o método utilizado pelo BOLD é a melhor
estratégia disponivel até os dias atuais, visto que permite a identificacdo
de espécies mesmo que haja uma Unica sequéncia depositada no banco de
dados

O SPIDER disponibiliza a funcdo localMinima para célculo de
limiar de identificagdo de espécies, que é baseada no conceito de
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barcoding gap® e indica a transicdo entre as distancias inter e
intraespecificas, sendo o ponto mais profundo desta transi¢do considerado
o limiar de identificacdo de espécies. A vantagem no uso desta funcéo €
gue permite analise mesmo em sequéncias em que as espécies nao estdo
identificadas (BROWN et al., 2018; DONA et al., 2015). O limiar
encontrado para o conjunto de dados analisado foi de 3,65 %
(similaridade de 96,35%) e, portanto, Graydidascalus brachyurus pode
ser considerada a espécie correspondente aos ovos analisados, exceto para
0 ovo AP15, cuja similaridade com a espécie Pionus tumultuosus foi
superior ao limiar estabelecido (97,27%).

Apesar da incerteza na identificacdo da espécie correspondente ao
ovo AP15 dada pela otimizacdo de limiar a partir de sequéncias de
géneros que apareceram entre os 99 matches encontrados para as
sequéncias de todos os ovos apreendidos, ndo se deve desconsiderar que
o0 valor de similaridade de AP15 com G. brachyurus foi de 100% com a
primeira sequéncia da espécie e 99,03% com as duas outras sequéncias
disponiveis no banco de dados, sendo estes valores bastante altos. A fim
de conferir o resultado de identificacdo da espécie nesta amostra, o limiar
foi calculado novamente, desta vez considerando apenas sequéncias dos
géneros constantes entre os 99 matches encontrados unicamente com a
sequéncia gerada para AP15 (Graydidascalus, Pionus, Ixobrychus e
Amazona). Neste caso, o limiar resultante foi de 2,42% (97,58% de
similaridade), confirmando, assim, a identificacdo da espécie G.
brachyurus também para o ovo AP15.

Nenhum ovo teve a espécie identificada a partir do mini-barcode
de 164 pb, pois os barcodes foram suficientes na identificacdo. Porém a
validacdo in silico demonstrou que esse fragmento poderia identificar
corretamente a espécie de cada um dos 30 ovos identificados neste estudo.

Embora muitos traficantes busquem espécies raras e ameacadas de
exting]ao devido ao seu alto valor comercial, estudos realizados e citados
por Olah et al (2016) descrevem o intenso comércio ilegal de espécies
com baixo risco de extincdo devido a maior disponibilidade e facilidade
na captura, como é o caso de G. brachyurus. A intensa captura de
espécimes que correspondem a espécies ndo ameacadas € o maior fator
de ameaga as populagdes destas espécies, assim como ocorre com aquelas
ja consideradas ameacadas de extincdo, caracterizando o trafico como o
maior responsavel pelo declinio populacional e consequente estado de
ameaca em espécies de psitaciformes neotropicais (BERKUNSKY et al.,

% Diferenca entre as distancias interespecifica e intraespecifica. Quando néo ha
sobreposiGéo entre elas, existe um barcoding gap.
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2017), podendo levar a situagcbes como a possivel extingdo da ararinha-
azul (Cyanopsitta spixii) pela pressdo do trafico (BUTCHART et al.,
2018).

No Brasil, Planos de Acéo Nacionais (PAN) para conservagao de
espécies frequentemente incluem acbes de combate ao trafico e caca de
animais silvestres (ICMBIO, 2011, 2013). Além disso, Instrugdes
Normativas do IBAMA e CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) dispdem sobre regulamentacdo de criadouros comerciais e
destinacdo de animais silvestres apreendidos. Comissdes Parlamentares
de Inquérito (CPIs) e operages a nivel federal, estadual e/ou municipal
sdo realizadas a fim de combater o comércio ilegal de animais silvestres,
além de haver linhas de comunicagdo com o6rgéos fiscalizadores para
realizacdo de denuincias (NASSARO, 2015).

O instrumento legal de combate ao comércio ilegal de animais
silvestres esta disposto na Lei de Crimes Ambientais (BRASIL, 1998) e
Decreto n° 6.514 (BRASIL, 2008a), que conferem a aplicacdo de multas
e outras penalidades a crimes contra a fauna. A aplicagdo de pena maior
em caso de tréfico de espécie ameagada é uma estratégia de contencdo do
crime e a identificacdo molecular de espécies é uma ferramenta
importante para aplicabilidade da Lei. No entanto, a penalidade aplicada
ao tréfico de espécies ndo ameacadas tem se mostrado insignificante aos
praticantes de tal crime (G1 RIO PRETO E ARACATUBA, 2018),
deixando espécies hoje ndo ameacadas totalmente vulneraveis ao
comeércio ilegal e a um maior risco de exting&o.

O enquadramento do crime de trafico de animais silvestres no art.
180 do Cddigo Penal Brasileiro (BRASIL, 1940) é frequentemente
utilizado quando se confere natureza criminosa ao ato, sendo um meio de
aumentar a pena aplicada ao infrator (MACHADO, 2012), dada a
natureza de penalizagdo baixa e possibilidade de brechas da Lei de Crimes
Ambientais. Entretanto, a legislacdo brasileira ainda ndo é suficiente e
efetiva no combate ao trafico de animais silvestres (OKI; PANDEFF,
2016).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo trouxe suporte a eficiéncia do uso de fragmentos do
gene COI na identificagdo de espécies de psitacideos sul-americanos,
inclusive fragmentos de tamanho bastante reduzido, sendo a técnica de
DNA barcode uma importante ferramenta para auxiliar na resolucéo de
crimes de trafico de ovos de psitacideos silvestres provenientes da
América do Sul. As ferramentas de bioinformatica descritas no presente
estudo podem ser utilizadas para guiar novas analises de marcadores
barcode e mini-barcode em outros grupos ndo apenas de aves, mas
também de organismos de diferentes clados.

Neste estudo também foi possivel padronizar um protocolo de
extracdo e amplificacdo de DNA em amostras de ovos e este se mostrou
eficiente em diversas simulacGes de situagdes que podem ocorrer durante
0 comércio ilegal de ovos. Padronizacdo e validagdo resultam em
diferentes recomendac@es de uso de protocolos de analise de DNA, sendo
gue a padronizacao fornece um modelo de processo funcional, porém néo
garante a reproducdo deste protocolo em qualquer laboratorio e em
qualquer tipo de amostra. Alguns testes sdo necessarios para que o
protocolo deste estudo possa ser considerado validado para aplicagdo
forense: repetibilidade, reprodutibilidade, especificidade in vitro e anélise
de misturas. Embora tenha sido um teste de sensibilidade baseado em
sucesso e insucesso na amplificacdo, a técnica de PCR em tempo real
pode fornecer mais acuracia aos resultados encontrados.

A auséncia de algumas etapas de validagdo do protocolo aqui
descrito ndo impede sua utilizagcdo em casos de apreensao de 0vos, Visto
que foi realizado um importante passo para validagdo de procedimentos
de analise de DNA forense: a simulagdo de situagdes reais. Sendo assim,
a aplicabilidade do protocolo proposto em qualquer laboratério ndo é
prejudicada, estando sujeita apenas a possiveis padronizacfes internas.

Além disso, a aplicagdo em um caso real de ovos em situagdo de
comércio ilegal foi bastante eficiente e o laudo resultante foi anexado ao
Inquérito Policial N° 0349/2018 da SR/PF/AM. O (nico ovo que nao teve
sua espécie identificada ndo o foi pela falta dos testes de validacdo do
protocolo descrito, mas porgque é comum que algumas amostras forenses
ndo resultem em analises positivas.

Em relacdo a analise de comparacao da sequéncia questionada com
sequéncias de bancos de dados, este estudo € mais uma evidéncia de que
o0 calculo de um limiar de identificacdo de espécies exclusivo para o
conjunto de dados em anélise (sequéncia questionada + sequéncias das
espécies que aparecem entre 0s 99 matches do BOLD) é necessario para
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maior confiabilidade do resultado obtido. Assim, as analises tanto in silico
guanto in vitro descritas nesta pesquisa podem ser aplicadas na elaboracéo
de laudos periciais de identificacdo de espécies a partir de amostras de
0vos de aves.

Perspectivas para a area de andlise bioinformatica incluem a
necessidade de novos estudos in silico que podem, da mesma forma,
contribuir para a aplicacdo da técnica de DNA barcode e, principalmente,
DNA mini-barcode ndo apenas em psitacideos e ovos provenientes dos
neotropicos, mas expandir a utilizacdo de tamanhos variados de COI na
identificacdo de espécies em ovos de quaisquer aves provenientes de
gualquer regido do mundo. Embora tenham sido apresentados no presente
estudo resultados apenas para psitacideos sul-americanos, analises in
silico para demais taxons de aves e primers descritos na literatura ja estdo
em andamento. Para que tais analises possam ser realizadas, esforgos de
geracdo de barcodes validados para espéecies de aves continuam sendo
necessarios para que novos testes possam ser realizados com maior
variedade de espécies.

Ensaios moleculares de PCR em tempo real podem melhorar os
resultados obtidos durante a padronizagdo do protocolo, visto que
analisam ndo apenas a amplificacdo, mas também a deteccdo de DNA,
gue ¢ suficiente para ensaios de sequenciamento. Entretanto, pesquisas
gue desejam identificar espécies através de primers espécie-especificos
possuem suporte, baseado neste estudo, para situacdes de amplificacédo e
ndo amplificacdo de mtDNA.

Amplificacdo diferencial de genes mitocondriais e nucleares
podem ser um caminho para resolucdo das situacdes de insucesso na
amplificacdo de DNA observados nesse estudo. Porém, experimentos de
amplificacdo de genes nucleares em todas as condigdes testadas nesse
estudo para gene mitocondrial sdo necessarios para determinacdo da
melhor fonte de DNA molde em ovos em situacgdo de trafico.

Além das aves, 0s répteis-ndo-aviarios também sofrem com o
intenso comércio ilegal de seus ovos, principalmente os queldnios. Uma
perspectiva interessante para o protocolo aqui descrito é o teste de sua
efetividade em ovos de répteis-ndo-aviarios. Nesse caso, 0s testes vdo
além do protocolo in vitro, mas as analises in silico descritas inicialmente
podem ser utilizadas para definicio do melhor marcador para
identificagdo molecular das espécies deste grupo.
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