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Resumo

Apesar de os protocolos e técnicas de identificacdo genética de espécies animais terem avancado muito rapidamente no meio
académico, sua aplicacdo pelos 6rgdos oficiais de criminalistica brasileiros ainda é restrita. A fim de avaliar a viabilidade e a eficacia
das técnicas de DNA barcoding e mini-barcoding na identificagdo genética de espécies animais no contexto forense, 23 amostras
antigas, degradadas ou armazenadas de forma ndo ideal, de identidade conhecida, foram selecionadas para este estudo. As etapas de
extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento foram realizadas de forma linear e sem repeti¢Ges para cada uma das duas técnicas.
Foram utilizados primers universais de barcode e de mini-barcode do gene citocromo ¢ oxidase | (COI), que permitissem ampla
abrangéncia dos diversos grupos de vertebrados. As sequéncias obtidas foram confrontadas com aquelas depositadas no banco de dados
do Barcode of Life Data System (BOLD). As técnicas permitiram a identificagdo de aproximadamente 78% (18 de 23) das amostras.
A taxa de identificacdo correta foi mais elevada com o uso dos mini-barcodes, embora a eficacia das técnicas tenha variado de acordo
com o tipo de material analisado. Os resultados obtidos contribuem para mostrar a viabilidade de incorporagéo das técnicas testadas
nas rotinas dos laboratdrios forenses brasileiros, uma vez que os equipamentos e grande parte dos insumos sdo 0os mesmos utilizados
para a ja habitual identificacdo humana.

Palavras-Chave: DNA barcoding; mini-barcoding; citocromo c oxidase | (COI); genética forense; identificacdo de espécies animais.

Abstract

Although protocols and methods for genetically identifying animal species have advanced quickly in academia, their application by
official Brazilian criminalistics agencies remains limited. In order to assess the viability and efficacy of DNA barcoding and mini-
barcoding methods for species identification in a forensic context, 23 old, degraded, or stored improperly samples, with known identity,
were selected for this study. DNA extraction, amplification, and sequencing were carried out linearly and one single time for each of
the two alternative strategies. Universal barcode and mini-barcode primers for cytochrome ¢ oxidase | (COI) gene were used, covering
several groups of vertebrates. The obtained sequences were compared to those in the Barcode of Life Data System (BOLD) database.
Both techniques managed to correctly identify approximately 78% (18 of 23) of samples. The correct identification rate was higher for
mini-barcodes, although the techniques showed variable effectiveness according to the material analyzed. Since the equipment and
most of the laboratory consumables used in this study are the same as those used for standard human identification, the results obtained
contribute to showing the feasibility of implementing those techniques in the routines of Brazilian forensic laboratories.

Keywords: DNA barcoding; mini-barcoding; cytochrome c oxidase subunit I (COI); forensic genetic; species identification.

1. INTRODUCAO de crime organizado transnacional, movimentando bilhdes
de délares anualmente e capaz de impactar muitas espécies
no Brasil [1-3]. Da mesma forma, tem crescido
mundialmente o ndmero de adulteracbes ou falsas
indicacGes de produtos alimenticios: devido a diferenca de

Por muito tempo, o tréfico de animais silvestres foi
considerado um problema ambiental. Atualmente, é
reconhecido como uma das mais importantes modalidades
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preco entre espécies, alimentos de origem animal sdo
frequentemente propensos a adulteragdo para ganho
econdmico por parte dos fabricantes [4]. Produtos
alimentares de origem animal como leite, carne, pescado e
seus derivados sdo os principais alvos de fraudes e
adulteracdes de alimentos no mercado brasileiro [5,6].

A pericia criminal, no seu papel de fornecer a Justica
provas técnicas objetivas e imparciais, tem como meta
principal materializar o fato tipico. Por exemplo, para
caracterizagdo dos crimes citados anteriormente, é
necessaria a correta indicagao da espécie animal contida na
amostra examinada. Sem essa informag&o, ndo é possivel
concluir a respeito da ilicitude ou ndo de uma conduta e,
consequentemente, qualquer forma de punigdo €
desautorizada [3,7].

A abordagem mais comum na identificacdo de espécies
animais é a morfoldgica, na qual sdo avaliadas a anatomia
ou partes peculiares do corpo para se estabelecer a sua
identidade. Contudo, analises morfolégicas ndo sdo
suficientes para a identificagdo inequivoca de espécies
cripticas (espécies morfologicamente muito similares),
individuos imaturos (incluindo ovos) e partes ou produtos
de origem animal, tais como, couro, chifres, 0ssos, penas,
etc. [8]. Para determinar a espécie de amostras que
perderam suas caracteristicas morfoldgicas identificadoras
tém sido utilizadas técnicas alternativas, entre as quais se
destaca a identificacdo genética de espécies.

O sequenciamento de DNA pelo método de Sanger é o
procedimento mais frequentemente aplicado para a
identificacfo genética de animais. Tal método se baseia na
amplificacdo prévia de uma regido padronizada do DNA
com o uso de primers, incluindo os universais (que podem
ser utilizados em muitos tdxons), e permite determinar a
sequéncia nucleotidica que serd utilizada para discriminar
espécies. Para a correta diferenciacéo, é fundamental que a
regido genética alvo (ou marcador genético) mostre
variabilidade entre espécies, mas seja conservada dentro da
espécie [9].

Em animais, os marcadores mais comumente usados
sdo regifes g@énicas dentro do DNA mitocondrial
(mtDNA) [10,11]. As principais vantagens do mtDNA
estdo relacionadas a: (1) mdaltiplas cépias por célula em
compara¢do com apenas duas copias de DNA nuclear
(espécies diploides), permitindo que uma maior quantidade
de DNA seja recuperada de amostras vestigiais; (2)
auséncia de enzimas para corrigir bases adicionadas
incorretamente durante a replicacdo do DNA, facilitando a
ocorréncia de mutacOes e a diferenciacdo das espécies; e
(3) auséncia de recombinacdo que reduz o fluxo génico e
contribui para que as espécies transmitam a mesma
sequéncia de mtDNA por geracdes [12].

Em 2003, Hebert et al. [10] demonstraram que
sequéncias de aproximadamente 650 pares de bases (pb) do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase | (COI) possuem

informagdes que funcionam como um “cédigo de barras”
(barcode, em inglés) taxondmico, altamente funcional na
identificacdo de espécies, langando, dessa forma, as bases
da técnica que ficaria conhecida como DNA barcoding.
Um pressuposto fundamental para sua utilizagdo, no
entanto, seria a existéncia do chamado barcoding gap,
definido como o intervalo existente entre as varia¢des intra
e interespecificas observadas. Este intervalo, ou gap,
garantiria que as diferencas entre individuos pertencentes a
uma mesma espécie fossem menores do que aquelas
encontradas entre individuos de espécies distintas [13].
Embora exista variagcdo entre grupos animais, um estudo
com cerca de 13 mil pares de espécies congenéricas,
incluindo cordados, mostrou que mais de 98% desses pares
apresentaram acima de 2% de divergéncia genética [11].

A fim de gerenciar dados relacionados a esses
barcodes, foi criada uma plataforma informatizada
denominada Barcode of Life Data System (BOLD -
https://boldsystems.org/), que inclui, entre outras
funcionalidades, um banco de dados com sequéncias de
identidade conhecida e uma ferramenta de busca para fins
de identificagdo. Com base em uma sequéncia informada,
0 banco constréi uma é&rvore filogenética e retorna os
melhores resultados da sua biblioteca de referéncias ap6s
avaliar as que possuem maior similaridade com o barcode
pesquisado [14,15]. O DNA barcoding mostrou-se
eficiente para identificacdo, em nivel de espécie, de vérios
grupos de animais, incluindo aves, mamiferos, peixes,
anfibios e répteis [16-21].

Apesar da comprovada utilidade do DNA barcoding na
identificacdo de espécies, algumas situagdes podem se
mostrar desafiadoras, especialmente quando se trata de
material degradado. A degradacdo do DNA, que é a sua
quebra em fragmentos menores, pode ocorrer por fatores
ambientais, tais como a exposi¢ao a luz ultravioleta, ou a
umidade e altas temperaturas, que favorecem o
crescimento de microrganismos danosos. Tais organismos,
como bactérias e fungos, produzem enzimas que degradam
0 DNA presente nos tecidos, diminuindo a quantidade de
material genético disponivel para as anélises e,
paralelamente, reduzindo o tamanho das moléculas,
dificultando a amplificacdo por PCR dos marcadores de
interesse [22,23]. O tempo de armazenamento ndo é um
fator muito relevante para a degradacéo, desde que o DNA
seja mantido em boas condi¢Bes, incluindo baixas
temperatura e umidade, embora algumas rea¢fes quimicas,
como a oxidacdo, ndo possam ser interrompidas mesmo
sob condigdes dtimas [24].

A degradacdo do DNA em espécimes antigos e em
material bioldgico processado, por exemplo, pode impedir
a recuperacdo de fragmentos de PCR com mais de 200 pb,
prejudicando a recuperagdo do barcode. Na tentativa de
resolver essa restricdo de amplificacdo de fragmentos mais
longos, vérios estudos exploraram a possibilidade de usar
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trechos curtos de DNA (100-300 pb) como mini codigos
de barras, ou mini-barcodes, para distinguir as espécies
[17,25]. Em contraste com os codigos de barras regulares,
0s mini-barcodes se mostraram estaveis e foram facilmente
recuperados a partir de DNA degradado [26]. Além disso,
tém demonstrado eficacia superior a 90% na identificacdo
de espécies [7,27-29]. Tendo em vista que amostras
forenses muitas vezes ndo permitem a amplificacdo de
fragmentos maiores que 250 pb [30], a utilizacdo de mini-
barcodes pode ser adequada a rotina forense.

Considerando o exposto, o objetivo principal deste
trabalho foi utilizar protocolos de identificagdo genética
baseados em barcodes e mini-barcodes na identificacdo de
amostras forenses com algum grau de degradacdo,
comparando os resultados das técnicas em termos de
contelido informacional das sequéncias obtidas e sua
eficAcia. Apesar de os protocolos e técnicas de
identificacdo genética de espécies animais terem avangado
muito rapidamente no meio académico, sua aplicacéo pelos
o6rgdos oficiais de criminalistica brasileiros ainda é restrita.
Sendo assim, além do que j& foi proposto, este trabalho
também tem como objetivo divulgar a metodologia dessas
técnicas de forma a contribuir para a ampliacdo da carta de
exames disponiveis nas diversas instituicdes periciais do
pais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

Para este estudo foram selecionadas 23 amostras de
tecidos bioldgicos pertencentes a colecdo do Setor de
Genética Forense (SEPGEF) do Instituto Nacional de
Criminalistica (INC) da Policia Federal, em Brasilia. Tais
tecidos, com diferentes idades e em diferentes estados de
conservacdo, foram obtidos de animais, ou suas partes,
previamente identificados por especialistas com base em
sua morfologia. Informagdes sobre as amostras
selecionadas para o estudo estdo detalhadas na Tabela 1.
As andlises laboratoriais se iniciaram no fim de 2022 e
foram finalizadas no inicio de 2023.

2.2. Extracdo do DNA

O DNA das amostras foi extraido utilizando-se o
equipamento AutoMate Express™ (Applied Biosystems) e
os kits de extracdo PrepFiler® Express (Applied
Biosystems), para tecidos moles, pelos, fluidos e suabes, e
PrepFiler® Express BTA Forensic DNA (Applied
Biosystems), para 0ssos, conforme as instru¢fes do
fabricante.

2.3. Amplificacéo e Sequenciamento

O segmento do gene COI foi amplificado com os
primers LCO1490 e HC02198 [31] para obtencdo de seu
barcode completo (longo) e com o0s primers

FISHCOILBC ts [19] e REVshortl [32] para obtencdo de
mini-barcodes (Tabela 2).

Reacbes de PCR com 25 pl se deram em tubos
contendo 15,6 pl de agua MilliQ; 0,5 pl de solucdo de
dNTP 10 mM; 1 ul de cada primer a 10 uM; 2,5 pl de
tampdo MgCl, 15 mM; 0,4 pl de Tag GOLD 5u/pl e 4 pl
de DNA néo quantificado. Os parametros de ciclagem para
o0s primers LCO1490/HC02198 foram; etapa inicial de 94
°C por 11 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s
e 72 °C por 1 min e etapa final de 72 °C por 10 min. Para o
segundo conjunto de primers, os pardmetros de ciclagem
foram: etapa inicial de 94 °C por 11 min, 40 ciclos de 94 °C
por 30 s, 51 °C por 40 s e 72 °C por 30 s e etapa final de
72 °C por 10 min.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1%, com controles positivo e negativo,
a fim de verificar o sucesso na amplificacdo dos
fragmentos. Isso foi feito considerando a opinido de trés
observadores independentes, que avaliaram a presenca de
bandas, ou de sua auséncia ou arraste, indicando
degradacédo extrema do DNA. Para que as amostras fossem
sequenciadas dois ou mais observadores deveriam apontar
a existéncia de bandas.

Os produtos de amplificagdo foram purificados com
1 ul de Hlustra™ Exonuclease | (GE Healthcare & Life
Science) e 1 pl de FastAP™ (Thermo Fisher Scientific)
para cada 5 p1 de produto de amplificagdo. Os microtubos
foram levados ao termociclador e a reacéo se deu de acordo
com os seguintes parametros: 37 °C por 15 min e 85 °C por
15 min, seguida por manutencdo da temperatura em 4 °C
por tempo indeterminado.

O sequenciamento nos dois sentidos se deu com 4 ul do
DNA purificado; 4 il de 4gua ultrapura; 4 ul do Big Dye™
Terminator v3.1 (Applied Biosystems); 4 ul do primer
forward ou reverse 1 uM; e 4 pl do tampdo Big Dye™
Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Foram utilizados
0s seguintes parametros de ciclagem: etapa inicial de 96 °C
por 1 min, 30 ciclos de 96 °C por 15 s, 50°C por 15 s e 60
°C por 4 min e etapa final de manutencéo da temperatura
em 4 °C por tempo indeterminado.

Uma segunda etapa de purificacdo, com intuito de
eliminar os residuos de dideoxinucleotideos (ddNTPS)
apos a reacdo de sequenciamento, foi feita com a adicdo de
1 pl de FastAP™ para cada 10 pl de produto de
sequenciamento e 0s mesmos parametros de ciclagem
utilizados na primeira purificagdo. Finalmente, realizou-se
a lavagem/precipitacdo do DNA com etanol/EDTA,
conforme estabelecido nas instrugdes do fabricante do kit
de sequenciamento.

A eletroforese capilar foi realizada em analisador
genético ABI 3500 com polimero POP4™ e arranjo de
capilares de 36 cm (todos Applied Biosystems).
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Tabela 1. Informagdes sobre as amostras selecionadas para o estudo.
Animais morfologicamente identificados

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12

#13

#14
#15
#16
#17
#18
#19
#20
#21
#22

#23

Porco (Sus domesticus)

Tiziu (Volatinia jacarina)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
Tucano-toco (Ramphastos toco)

Anta (Tapirus terrestris)

Capivara (Hydrochoerus hydracheris)
Gambéa-da-orelha-branca (Didelphis al
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Tatupeba (Euphractus sexcintus)

Ibiventris)

Coruja-orelhuda (Pseudoscops clamator)
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva)

Arara-canindé (Ara ararauna)
Periquito-rei (Eupsittula aurea) ou

Periquitdo-maracana (Psittacara leucophthalmus) ®

Galo (Gallus gallus)

Javali (Sus scrofa)

Bovino doméstico (Bos taurus)
Ararajuba (Guaruba guarouba)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
Quati (Nasua nasua)

Tico-tico-do-campo (Ammodramus humeralis)

Onga-pintada (Panthera onca)
Onga-pintada (Panthera onca)

Boi (Bos taurus) ou
Cavalo (Equus ferus caballus) °

Tipo de Amostra
Suabe de cavidade oral de animal vivo
Sangue de animal vivo
Sangue
Mdsculo
Figado
Mdsculo
Pelo de animal morto, recente ?
Mdsculo de animal morto, recente
Mdsculo
Pena de animal vivo
Pena de animal vivo
Pena de animal vivo

Pena de animal vivo

Mdsculo de animal morto recente
Mdsculo de animal morto recente
Mdsculo

Mdsculo

Suabe com sangue

Pelo de animal vivo

Mdsculo de animal morto, recente
Osso (cranio)

Osso (cranio)

Osso (tibia)

@ Animal encontrado atropelado em via publica, exposto ao sol, em estado inicial de decomposicéo.
® A morfologia da amostra néo foi suficiente para a diferenciagio entre as espécies indicadas.

¢ Itens doados para instituicdo de pesquisa em data incerta. Submetidos a limpeza para remogao de tecidos moles e mantido em temperatura ambiente até a transferéncia ao Instituto Nacional de Criminalistica, em 2022.
9 Osso de animal encontrado, durante as buscas por vitimas, em meio a lama consequente ao rompimento da barragem de rejeitos da mina do Cérrego do Feijdo em Brumadinho/MG. Permaneceu enterrado por cerca de trés semanas.

Tabela 2. Informagdes sobre os primers de barcode completo e mini-barcode do gene COI utilizados.

Ano de Coleta
2013
1999
2012
2002
2012
2013
2022
2013
2007
2017
2017
2017

2017

2013
2013
2013
2008
2012
2012
2017
indeterminado °©
indeterminado ©

2019 ¢

Condicdes de armazenamento

ap6s a coleta

Temperatura ambiente (23° C) em embalagem porta-suabe
Congelamento (-20°C) em tampéo de extragdo

Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo

Temperatura ambiente (23° C) em envelope pléstico
Temperatura ambiente (23° C) em envelope pléstico
Temperatura ambiente (23° C) em envelope pléstico

Temperatura ambiente (23° C) em envelope plastico

Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em microtubo
Congelamento (-20°C) em etanol 70%
Temperatura ambiente (23° C)
Temperatura ambiente (23° C)

Congelamento (-20°C)

Fracao Utilizada
Extremidade do suabe
10 ml de sangue em tampé&o
20 mg de sangue coagulado
20 mg de musculo congelado
20 mg de figado congelado
20 mg de tecido muscular
4 a 6 fios com cerca de 1,5 cm cada
20 mg de musculo congelado
20 mg de musculo congelado
Fragmento de 3 mm do calamo
Fragmento de 3 mm do calamo
Fragmento de 3 mm do calamo

Fragmento de 3 mm do calamo

20 mg de tecido muscular

20 mg de musculo congelado
20 mg de musculo congelado
20 mg de musculo congelado
Extremidade do suabe

Uma porcao de pelo

20 mg de musculo congelado
20 mg de osso pulverizado
20 mg de osso pulverizado

20 mg de osso pulverizado

Tipo de Primer Primer Sequéncia 5°-3° Tamanho esperado do fragmento Referéncia
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
Barcode completo (longo) 650 pb Folmer, 1994
HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
barcod FISHCOILBC_ts TGTAAAACGACGGCCAGTCTCAACYAATCAYAAAGATATYGGCAC 00 Handy, 2011
Mini-barcode 15
REVshortl CAGGAAACAGCTATGACGGYATNACTATRAAGAAAATTATTAC P Armani, 2015
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2.4. Analise dos dados

As sequéncias consenso foram montadas e tiveram a
sua qualidade avaliada com os softwares SeqScape 3
(Applied Biosystems) e MEGA 11 [33]. As sequéncias de
barcode completo e mini-barcode do gene COI foram
confrontadas com aquelas depositadas no banco de dados
Species Level Barcode Records do BOLD, para obter
valores de similaridade e verificar a identidade das
amostras. Foram consideradas dentro do parametro ideal
de identificacdo apenas sequéncias com 98% ou mais de
similaridade (até 2% de divergéncia) com sequéncias do
banco de dados pertencentes a mesma espécie da
identificacdo morfoldgica, considerando estudo anterior
que apresenta esse valor como adequado para discriminar
muitas espécies [11]. Sequéncias que ndo resultaram em
valores de similaridade no banco mencionado (indicado
pela expressdo no match) também foram confrontadas no
banco All Barcode Records, do proprio BOLD, e no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) [34],
apenas para identificar grupos com maior similaridade
(resultado meramente informativo).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 23 amostras selecionadas para este estudo foram
submetidas a extracdo semiautomatizada do seu DNA,
seguida de amplificagdo com utilizacdo de primers para
obtencdo do barcode completo do gene COIl por PCR.
Contudo, apenas 12 amostras (52%) apresentaram sucesso
nesta amplificacdo (Figura 1).

1 273 4%a@6™ 7 8§ 910 11 1213

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 CP CN

“"‘-Hu.-"v [ -

Figura 1. Eletroforese, em gel de agarose 1%, ap6s amplificacdo do
barcode completo do gene COI. As amostras estdo representadas pelos
seus numeros e as siglas CP (controle positivo) e CN (controle negativo).
As amostras #3, #4, #8, #10, #11, #12, #13, #14, #15, #20 e #23 ndo
apresentaram sucesso na amplificacdo, sendo que em algumas delas o
arrasto indicativo de degradacéo ficou bastante evidente.

O mesmo DNA extraido foi submetido, posteriormente,
a amplificagdo com primers mini-barcode do gene COI.
Neste caso, verificou-se que 22 amostras (96%) obtiveram
sucesso ha amplificagdo (Figura 2).

Das amostras que apresentaram Sucesso na
amplificacdo do barcode completo do gene COI, duas
apresentaram falhas no sequenciamento e outras duas
resultaram em no match no banco Species Level Barcode

Records. Essas Ultimas apresentaram maior similaridade
com invertebrados tanto no banco All Barcode Records
como no GenBank, embora com valores de cerca de 80%,
que de forma alguma podem ser considerados indicadores
de sua identidade. Esses resultados apontam para uma
possivel amplificacdo preferencial de DNA contaminante
ou uma amplificacdo inespecifica, incluindo pseudogenes.
Além disso, foi obtida uma identificacdo com similaridade
genética inferior a 98% (amostra #19). Por fim, foi possivel
obter a identificacdo positiva, dentro de pardmetros ideais,
para sete (30%) das 23 amostras analisadas, conforme
exposto na Tabela 3.

T2

345 6 7 8 9 10 11 "12

- - S — S  w——— - .

13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 CN CP

Figura 2. Eletroforese, em gel de agarose 1%, apds amplificagdo de
fragmento do gene COI com utilizagdo de primers mini-barcode. As
amostras estéo representadas pelos seus nimeros e as siglas CN (controle
negativo) e CP (controle positivo). E possivel observar, pela auséncia da
banda, que apenas a amostra #2 nao apresentou sucesso na amplificagdo.

J& na andlise das amostras amplificadas com utilizacéo
de primers mini-barcode, sete amostras apresentaram
falhas no sequenciamento e uma das sequéncias resultou
em no match. Esta Ultima também resultou em baixos
valores de similaridade no All Barcode Records (cerca de
85% com invertebrado) e no GenBank (cerca de 80% com
anfibio), o que também aponta para uma amplificacdo
inespecifica ou preferencial de contaminante. A analise das
sequéncias de mini-barcodes resultou em quatorze (61%)
identificacbes positivas com similaridade genética maior
ou igual a 98% (Tabela 4).

Embora tenham apresentado resultados bastante
variaveis, e considerando o nimero limitado de amostras
analisadas, os primers utilizados, de forma geral, foram
Uteis para a identificacdo de peixes, aves, répteis e
mamiferos. Os resultados aqui obtidos reafirmam a sua
utilidade na identificacdo de espécies de vertebrados,
conforme ja demostrado em estudos anteriores
[28,32,35,36], inclusive para fins forenses [7,30,37-40]. A
universalidade dos primers testados é uma qualidade
notavel e significativa, que ampara a decisdo por sua
utilizacdo na maioria das ocorréncias em que se
desconhece a origem dos materiais. Convém ressaltar,
porém, que, na rotina forense, nem sempre essa
abrangéncia é relevante e, por vezes, S0 necessarios
primers mais especificos para elucidacdo de um
caso [38,39].
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Tabela 3. Resultado da analise, comparacéo das sequéncias e identificacdo das amostras amplificadas com primers de barcode longo do gene COI.

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#1
#8
#9
#10
#11
#12

#13

#14
#15
#16
#17
#18
#19
#20

#21
#22

#23

Animais morfologicamente identificados
Porco (Sus domesticus)
Tiziu (Volatinia jacarina)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
Tucano-toco (Ramphastos toco)
Anta (Tapirus terrestris)
Capivara (Hydrochoerus hydracheris)
Gamba-da-orelha-branca (Didelphis albiventris)
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Tatupeba (Euphractus sexcintus)
Coruja-orelhuda (Pseudoscops clamator)
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva)
Arara-canindé (Ara ararauna)
Periquito-rei (Eupsittula aurea) ou
Periquitdo-maracand (Psittacara leucophthalmus)
Galo (Gallus gallus)
Javali (Sus scrofa)
Bovino doméstico (Bos taurus)
Avrarajuba (Guaruba guarouba)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
Quati (Nasua nasua)
Tico-tico-do-campo (Ammodramus humeralis)

Onga-pintada (Panthera onca)
Onga-pintada (Panthera onca)

Boi (Bos taurus) ou
Cavalo (Equus ferus caballus)

Amplificacdo
+
+

Sequenciamento

+

Identificagdo

Volatinia jacarina

Tapirus terrestris
Hydrochoerus hydracheris
Didelphis albiventris
Euphractus sexcintus

Bos taurus

Caiman yacare
Nasua nasua

Similaridade
98%

100%
100%
99,68%
98,79%

100%

100%
97,71%

no match

no match

Tabela 4. Resultado da analise, comparacéo das sequéncias e identificagdo das amostras amplificadas com primers de mini-barcode do gene COI.

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12

#13

#14
#15
#16
#17
#18
#19
#20
#21
#22

#23

Animais morfologicamente identificados
Porco (Sus domesticus)
Tiziu (Volatinia jacarina)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
Tucano-toco (Ramphastos toco)
Anta (Tapirus terrestris)
Capivara (Hydrochoerus hydracheris)
Gambé-da-orelha-branca (Didelphis albiventris)
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Tatupeba (Euphractus sexcintus)
Coruja-orelhuda (Pseudoscops clamator)
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva)
Avrara-canindé (Ara ararauna)

Periquito-rei (Eupsittula aurea) ou
Periquitdo-maracana (Psittacara leucophthalmus)
Galo (Gallus gallus)

Javali (Sus scrofa)

Bovino doméstico (Bos taurus)

Ararajuba (Guaruba guarouba)
Jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)

Quati (Nasua nasua)

Tico-tico-do-campo (Ammodramus humeralis)
Onca-pintada (Panthera onca)

Ongca-pintada (Panthera onca)

Boi (Bos taurus) ou
Cavalo (Equus ferus caballus)

Amplificacdo

4

+ 4+ + 4+ + + + + + o+ o+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

Sequenciamento

+ o+ o+

+ o+ 4+ o+ o+

Identificacédo

Ramphastos toco
Tapirus terrestris
Hydrochoerus hydracheris
Oreochromis niloticus
Euphractus sexcintus
Pseudoscops clamator
Amazona aestiva
Ara ararauna

Psittacara leucophthalmus

Gallus gallus
Bos taurus
Guaruba guarouba

Panthera onca

Bos taurus

Similaridade

100%
99,27%
100%
100%
98,55%
100%
100%
100%

100%
100%

100%
100%
no match

100%

100%
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A amplificagdo de sequéncias que apresentaram maior
similaridade com invertebrados (amostras #18 de mini-
barcode e #21 e #22 de barcode completo) pode ser
consequéncia da variagdo nas afinidades dos primers [29].
No caso de amostras contaminadas, isso pode resultar na
amplificacdo do contaminante, e ndo do DNA da espécie-
alvo.

Essa variacdo de afinidade também pode ser observada
quando se considera as identificacBes positivas, tendo em
vista que a maioria dos itens foi identificada por apenas um
dos pares de primers utilizado. Inclusive, em quatro casos,
0s animais puderam ser identificados apenas com base no
barcode longo, o que descarta a possibilidade de
degradacdo severa e leva a crer que os primers do barcode
curto ndo se mostraram adequados para estes itens.

Uma limitacdo da técnica ainda é a deteccdo de
misturas. Como a técnica de DNA barcoding se baseia no
sequenciamento de Sanger, amostras contendo multiplas
espécies animais podem gerar picos ambiguos durante a
eletroforese capilar, o que normalmente leva a sequéncias
de baixa qualidade, que impossibilitam a sua identificagéo.
Contudo, a evolucdo do sequenciamento de Sanger para o
sequenciamento de nova geracgdo ja permite contornar essa
limitagéo [35,41,42].

Picos ambiguos podem ser gerados, ainda, a partir de
amostras com muita degradacdo ou com pouco DNA e a
sua presenca pode ser verificada nas cinco amostras que
nao foram identificadas com nenhum dos dois primers (#1,
#3, #15, #20, #21). Em casos reais, com uma maior
disponibilidade de tempo de dedicagdo a amostras
problematicas, poderiam ser utilizados protocolos
alternativos até que se esgotassem todas as possibilidades
de identificacdo dos itens questionados. Novas
amostragens, acompanhadas ou ndo de técnicas de limpeza
especificas para remog¢do de contaminantes persistentes
(por exemplo, lavagens com etanol), ou alteragBes nas
metodologias de extragdo, amplificacdo e sequenciamento,
por exemplo, seriam alguns dos procedimentos que
poderiam ser adotados.

A amplificacdo de regides inespecificas do DNA,
diferentes do marcador-alvo — tais como peseudogenes,
que sdo cdpias de baixa qualidade, ndo funcionais, de um
gene codificante [43] — também pode ser uma explicacéo
para a obtencdo de algumas sequéncias sem qualidade.
Novamente, em situagdes reais, é importante que sejam
testados outros pares de primers para 0 mesmo marcador
ou para marcadores diferentes que também possam levar a
identificacdo da amostra.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram
achados anteriores [28] que demonstraram a superioridade
dos mini-barcodes, no que se refere a eficiéncia da
amplificacdo em amostras degradadas ou armazenadas de
forma inadequada. Em nosso experimento, oS mini-
barcodes possibilitaram a identificagdo de amostras
complexas, tais como a de Ramphastos toco (#4),

armazenada ha 20 anos; a de Panthera onca (#22), cujos
crénios foram limpos, possivelmente fervidos, e mantidos
em temperatura ambiente por um longo periodo antes das
analises; e a de Bos taurus (#23), encontrada inumada em
lama de rejeito de mineracéo.

Os mini-barcodes, além de permitirem a identificacdo
de todas as penas (amostras #10, #11, #12 e #13), o que é
muito importante devido ao fato de as aves serem 0s
animais mais traficados do Brasil [44-46], também
viabilizaram a determinacéo das espécies relacionadas as
amostras #13 e #23, cujas morfologias ndo eram suficientes
para sua identificagdo inequivoca. A aplicabilidade em
amostras contendo DNA de baixa qualidade ou em pouca
quantidade amplia a funcionalidade desta técnica, que
passa a ser Gtil também na identificacdo de amostras ainda
mais transformadas, como alimentos processados [47] e até
mesmo cachecOis, casacos e peles curtidas ou
quimicamente tratadas [48,49].

4, CONCLUSOES

As técnicas de DNA barcoding e mini-barcoding, em
conjunto, foram eficientes para a identificacdo de 78% das
amostras antigas, degradadas ou armazenadas de forma
ndo ideal selecionadas para este estudo. Os resultados
obtidos revelaram a superioridade dos mini-barcodes nas
amostras testadas, pois estes foram capazes de dobrar o
nimero de identificagbes positivas encontradas com a
utilizagcdo de barcodes completos. Ressalta-se, no entanto,
que parte dos materiais s6 foi identificada com os primers
de barcode longo, 0 que mostra que os primers podem ter
eficacia varidvel de acordo com o material analisado.

Durante os experimentos, verificou-se a viabilidade de
incorporagdo das técnicas testadas nas rotinas dos
laboratérios forenses brasileiros, jA que a maioria dos
equipamentos e grande parte dos insumos utilizados séo o0s
mesmos aplicados para a ja habitual identificagdo humana.
Apesar disso, ainda existem desafios a serem transpostos
para que isso ocorra, incluindo a superacdo da baixa
demanda por esse tipo de exame, que pode ser um reflexo
da falta de conhecimento sobre suas aplicagbes, e o
enfrentamento de questfes estruturais, tais como a elevada
carga de trabalho relacionada a outras anélises, o baixo
efetivo dos laboratérios e a falta de capacitacdo especifica
[50].

H& urgente necessidade de treinamento de mais
laboratérios forenses em ferramentas de identificacdo de
espécies animais, para que ocorréncias que dependam
desse tipo de exame ndo sejam negligenciadas. Espera-se
que o presente trabalho possa colaborar para incentivar a
implantacdo das técnicas aqui descritas nas diversas
unidades de criminalistica do pais. Uma pericia criminal
capacitada e atualizada com as melhores técnicas
disponiveis se torna forte ferramenta contra a
criminalidade e a impunidade.
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