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Resumo

O comeércio ilegal de animais silvestres € um dos fatores associados com a
degradagdo ambiental sendo o0 mesmo, conexo com a expansdo de atividades
antropicas que acaba por agravar a perda de espécies. Na regido dos Campos
Gerais, ja foram apontadas mais de 10 espécies ameacadas de extin¢do. Isso se
intensifica, com a pratica de caca ilegitima. Com o intuito de controlar essa situacao,
é utilizada a aplicacdo da Genética da Conservagdo. Nesse caso, com a subvencao
de técnicas que auxiliam na identificacdo molecular, foi efetuada a extracdo de DNA
com protocolos distintos, em 20 amostras de individuos diversos, com a previamente
identificacdo realizada, foram obtidas diferentes amostras, tanto de material
sanguineo como de material tecidual, sendo os melhores resultados alcangcados os
de amostras de tecido, material com maior concentracdo de DNA. Através do
sequenciamento da fita de DNA, e comparacdo com o Banco de Dados NCBI, foi
possivel identificar um individuo apreendido que necessitava ser identificado para
auxiliar no combate a caca ilicita. O resultado obtido, mostrou a importancia das
técnicas no auxilio da problematizacdo com ameaca de extingdo das espécies da
fauna local.

Introducéo

O crescimento demogréafico humano teve como efeito direto a degradacdo da
biodiversidade (FRANKHAM et al, 2004). Podemos considerar como efeito desse
crescimento a extincdo de diversas espécies, s6 em relacdo a fauna esta ja chega a
1600 espécies extintas (FRANKHAM et al, 2004). No estado do Parana essa
ameaca de extincdo chega a ser vista em mais de 30 ordens diferentes de animais
(TOSSULINO et al, 2006). Mais especificamente na regido dos Campos Gerais se
tratando s6 de mamiferos temos relatados mais de 10 diferentes espécies
ameacadas de extingcdo (TOSSULINO et al, 2006).

Uma das grandes causas da extincdo de mamiferos é o fato de serem
utilizados como fonte alimentar, comercial e medicinal para as populacfes de areas
rurais e até urbanas (FERNANDES-FERREIRA et al, 2009). Sendo assim, a super-
exploracdo como a caga gerou um impacto muito maior do que se imaginava ao
longo dos anos (ARAUJO, 2007). Visando minimizar os efeitos da perda da
biodiversidade, a Genética da Conservacdo vem se mostrando cada vez mais
importante. A Genética da Conservacdo auxilia por meio de analises com varios
marcadores moleculares, como o sequenciamento do DNA para identificar espécies,



como nos casos onde nao se sabe de qual espécie é o material que estd sendo
analisado ou com a constru¢do de banco de dados, para acompanhar o nimero de
espécies ameacadas e realizar estudos populacionais (FRANKHAM et al, 2004).
Uma vez que o Estado do Parana sofre muito com a degradacéao, principalmente do
bioma Mata Atlantica, € importante que novas abordagens que auxiliem na
conservagao como a Genética da Conservacgao se desenvolvam no Estado.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 20 amostras de mamiferos da regido dos Campos Gerais,
préximas ao municipio de Ponta Grossa — PR, parcialmente identificadas. Uma das
amostras, ndo identificada foi levada até o laboratoério, sob suspeita de ser carne de
capivara apreendida ilegalmente.

As extragbes de DNA das amostras de tecidos, foram realizadas mediante o
protocolo de Murray e Thompson (1980) com modificacdes. As extracdes de DNA
das amostras de sangue, inicialmente seriam realizadas com base no protocolo
Sambrook e Russel (2001), porém ao decorrer da experimentacdo feita foram
utilizados protocolos distintos: Método de fenol-cloroférmio (Sambrook e cols., 1989).
Para as amostras de 30ul de papa de hemacias, foram utilizados 220ul de tampéao
de lise (Tris-HCI 10mM, pH 8,5 e KCI 50mM), 15ul de proteinase K; a partir de 5ml
de sangue periférico, foi obtido DNA de células brancas, pelo método de OLERUP e
ZETTERQUIST (1992). A integridade das amostras de DNA foi verificada por meio
de eletroforese em gel de agarose 1%, como também os produtos da PCR.

As amostras de DNA extraidas foram diluidas para concentragédo final de 100
ng/uL para as amplificagdes e padronizagdes das reagdes de PCR. Foram utilizados
0S oligonucleotideos iniciadores Cyt B: L14841
(5’AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGAAAZ) (IRWIN et al, 1991) e H15915
(5’AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC3’) (KOCHER et al, 1989) e para o
gene COl: LCO1490 (5°GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3) e HC02198
(5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ) (VRIJENHOEK et al, 1994). As
reacdes de amplificacdo foram realizadas em tubo tipo eppendorf com: 1X tampéo
Tag DNA polimerase; 2,5 mM de MgCI2; 0,2 mM de solugdo dNTP; 1 uM de primers
(forward e reverse); 0,75 U de Tag DNA polimerase e 50 hg de DNA molde para um
volume final de reacdo de 20 uL. Apds esta etapa, os produtos de PCR estdo sendo
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 1% para verificacdo da
qualidade dos produtos amplificados. Em seguida, os produtos que obtiveram
sucesso foram purificados por meio do kit “GFX PCR DNA and Gel Band
Purification” (GE Healthcare), seguindo as recomendacgdes do fabricante.

As sequéncias nos sentidos “Foward” e “Reverse” produzidas foram alinhadas
pelo programa Muscle (EDGAR, 2004) e corrigidas para as amostras que
apresentaram resultados positivos. Apds essa etapa, as amostras foram submetidas
ao programa BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) e comparadas ao banco de dados do
NCBI para verificacdo das possiveis espécies correspondentes ao material
analisado. As amostras com resultados positivos nas etapas anteriores e, apo0s
sequenciamento, foram comparadas e suas sequencias, armazenadas no
Laboratério de Genética Evolutiva localizado no setor de Biologia Genética e
Molecular da Universidade Estadual de Ponta Grossa, no municipio de Ponta
Grossa, Parana, servindo de base para auxiliar na resolucdo de crimes ambientais.



Resultados e Discusséo

As amostras obtidas por diversas fontes, como clinicas veterinarias de animais
silvestres da regido, policia ambiental e moradores dos arredores da regido dos
Campos Gerais foram: 4 amostras de sangue identificadas como “veado”, 1 amostra
de soro sanguineo identificada como “Cervo”, 1 amostra de soro sanguineo
identificada como “Lobo”, 2 amostras de sangue identificada como “Gato do Mato”, 2
amostras de sangue identificadas como “Suguarana”, 7 amostras de sangue
identificadas como “Bugio”, 1 amostra de tecido muscular identificada como
“Jaguatirica”, 1 amostra de tecido muscular identificada como “Capivara” e 1 amostra
de tecido muscular identificada como “Suspeita”.

As bandas de DNA, das amostras de sangue, em grande parte ndo se
apresentaram integras, com auséncia de bandas ou degradacdo do DNA. Ao
contrario das hemacias de aves e répteis que sdo nucleadas, o sangue de
mamiferos contém suas hemacias anucleadas e, portanto, sem DNA gendmico,
podendo afetar os resultados sem a utilizacdo de kits especificos. Esse fato por si ja
dificulta a extracdo de DNA o que aliado aos métodos inadequados de coleta e
armazenamento acabaram por degradar de forma significativa o DNA contido nas
amostras de sangue.

Na tentativa de resolver esses problemas, foi aplicado um protocolo de
extracdo de DNA e de Leucdcitos (Olerup & Zetterquist, 1992) aplicado em sangue
humano, quatorze amostras passaram pelo processo de extracdo, dessa vez,
obtendo sucesso em sua primeira etapa, passaram pela quantificacéo, e doze delas
estavam aptas para fazer PCR, dentre essas apenas, cinco apresentaram resultados
e foram encaminhadas para sequenciamento. Essas sequencias foram alinhadas e
comparadas com o Banco de Dados do NCBI.

Durante as analises, utilizou-se uma amostra de tecido de capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris), previamente identificada para comparacdo e a
sequéncia sem identificacdo teve sua identificacdo confirmada tanto pela
comparacdo com a amostra identificada quanto por comparacdo em bancos de
dados como o NCBI. Desta maneira, a amostra suspeita pode ter sua identificacao
confirmada como uma amostra de carne de caca ilegal, pertencente a espécie
Hydrochoerus hydrochaeris. A partir dessa informacao, os responsaveis por enviar a
amostra serdo comunicados do resultado para que as providéncias legais sejam
tomadas.

Conclusdes

As amostras de tecido, previamente identificadas como jaguatirica (J17),
capivara (CAP) e material ndo identificado (NAD), séo resistentes as diversas formas
de armazenamento, mesmo inadequado, sendo o material mais indicado para os
procedimentos de identificacdo molecular. Entretanto, as amostras provenientes de
sangue, ndo apresentaram resultados satisfatorios, demonstrando que a falta de
cuidado ou armazenamento inadequado no momento da coleta foram criticos para
as etapas seguintes.

Trabalhos de conscientizacdo e também o fornecimento de material adequado
para a conservacao do material em campo séo estratégias que deveriam ser levadas



em conta para a obtencdo de material bioldgico de qualidade para a realizacao
desses procedimentos.
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