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RESUMO

A caca predatodria ilegal € o segundo maior fator de impacto em populagdes de
animais silvestres no Brasil, ficando atras apenas da perda de habitat por desmatamento.
Apesar de ser proibida no Brasil (Leis n° 5.197/1967 e n° 9.605/1998), o poder publico ainda
nao dispde de recursos eficientes e cientificamente testados que possam ser utilizados em
analises forenses visando comprovar o ato da caca, seja ela desportiva ou com finalidade
comercial. A analise baseada no DNA tem sido utilizada em varias situacbes, com a
finalidade de detectar fraudes comerciais e outras ilegalidades. Diante do exposto, o objetivo
do presente trabalho foi a identificacdo e a utilizacdo de perfis de PCR/RFLP espécie-
especificos para diagndstico forense de 15 espécies da fauna brasileira e sua diferenciagao
de quatro espécies domésticas (bovino, suino, caprino, ovino), totalizando 19 espécies. Para
tanto foram realizadas analises de sequéncias de nucleotideos com os programas
Sequencher 4.9, BioEdit 6.0.7, CLEAVER, pDRAW e Gene Runner 3.0.5, tendo sido
identificados varios SNPs associados a criacao de sitios de enzimas de restricdo
discriminantes. Com apenas 9 enzimas foram obtidos os perfis de PCR/RFLP discriminantes
para as 19 espécies. A validagado do protocolo in vitro foi realizada com amostras biolégicas
de 6 espécies silvestres (Agouti paca, Cebus apella, Dasyprocta leporina, Dasypus
novemcinctus, Euphractus sexcinctus, Tayassu tajacu) juntamente com 4 espécies
domésticas (Bos taurus, Capra hircus, Ovis aries and Sus scrofa), e os perfis detectados na
analise in silico foram confirmados em gel de agarose 2%. O presente estudo reforgou o
potencial de polimorfismos do gene Citocromo b como poderosos marcadores para
identificacao de espécies. Os dados produzidos aqui podem ser Uteis como ferramentas em
conservagao no combate a caga predatéria e monitoramento do comércio ilegal de carne de

caca e de seus produtos.

Palavras-chave: Citocromo b, animais silvestres brasileiros, caga predatéria, bioinformatica,
PCR/RFLP.
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ABSTRACT

Following the habitat loss, illegal poaching is the second most important impact factor
on declining of wildlife populations in Brazil. In spite of the prohibition of hunting in Brazil
(Law No. 5.197/1967 and No. 9.605/1998), there are no tools available and scientifically
proved that can be used in forensic analysis. The analysis based on DNA has been used in
various situations, in order to detect commercial fraud and other illegalities. The objective of
the present study was the identification and use of PCR/RFLP profiles of species-specific
diagnostic of 15 species from Brazilian fauna. For this, we analyzed complete and parcial
Cytochrome b nucleotide sequences using the softwares Sequencher 4.9, BioEdit 6.0.7,
Cleaver, Gene Runner and pDRAW 3.0.5. Multiple SNPs associated with restriction enzymes
sites were identified and most of them were specie-specific. With nine restriction enzymes,
PCR/RFLP specie-specific profiles were obtained for all species. To validate the protocol
biological samples from four wild species (Agouti paca, Euphractus sexcinctus, Dasyprocta
leporina, Tayassu tajacu) and four domestic ones (Bos taurus, Capra hircus, Ovis aries and
Sus scrofa) were analyzed, and the profiles detected in in silico were confirmed in 2%
agarose gel. This study reinforces the potential of cytochrome b polymorphisms as a source
of powerful markers for species identification. The data produced here can be useful as tools
in conservation to combat poaching and monitoring of illegal trade in bushmeat and its

products.

Keywords: Cytochrome b, Brazilian wildlife, poaching, bioinformatics, PCR/RFLP.



CAPITULO 1

1.1 Introducéao

O Brasil, com um territério de 8.514.877 km?, é o quinto maior pais do mundo em
extensdo, ocupando quase metade da América do Sul, e é considerado um dos paises mais
ricos do mundo em diversidade biologica, concorrendo com a Indonésia pelo titulo de nagéo
biologicamente mais rica do planeta (MITTERMEIER et al.,, 2005). Estima-se que o pais
apresente cerca de 1,8 milhdes de espécies, o que corresponde a 13,1% da biota mundial
(LEWINSOHN; PRADO, 2005). Além disso, 0 nosso pais abriga a maior riqueza de espécies de
peixes de agua doce, anfibios e de mamiferos, muitos dos quais sdo endémicos (SABINO;
PRADO, 2005). Apesar dessa riqueza, grande parte dessa biodiversidade corre o risco de
permanecer desconhecida devido as crescentes atividades humanas ameacgadoras. Tal
circunstancia vem sendo conhecida como “a Crise da Biodiversidade” e, frente ao
desenvolvimento globalizado, abordagens conservacionistas integrativas e pré-ativas vem
sendo aquelas com maior aceitagdo (RANDS et al., 2010).

A perda e a fragmentagao de habitat constituem as maiores ameacas a biodiversidade
do Brasil. Elas estdo relacionadas ao desenvolvimento econdmico através do crescimento de
areas cultivadas e urbanas, aumento da densidade populacional, poluicdo atmosférica e
aquatica, aumento da malha rodoviaria, entre outras (COSTA et al., 2005).

Para o grupo dos répteis, a destruicdo do habitat € a principal ameaga. Mudangas nas
condicdes térmicas perto dos ninhos podem resultar em desvios da razdo sexual, o que
constitui uma ameaga por si s6 (RODRIGUES, 2005). Além da degradagdo ambiental, jacarés e
tartarugas s&o perseguidos por suas carnes, peles e ovos, o que tem causado danos
prolongados as suas comunidades (JEROZOLIMSKI; PERES, 2003).

Mamiferos terrestres de grande e médio porte sofrem também com a presséo de caga,

ainda que essa atividade seja ilegal no pais ha mais de 35 anos (COSTA et al.,, 2005). Na



Amazdbnia, a caga de subsisténcia € a principal ameaga aos primatas (PERES, 2000). Além da
perda e fragmentagdo do habitat, a cacga ilegal e provavelmente as doengas humanas séo as
maiores preocupacgdes para a conservagao de primatas na Mata Atlantica (MENDES, 1991).
Carnivoros como a onga-pintada (Panthera onca) e a onga-parda (Puma concolor), séo
perseguidos por atacarem o gado frequentemente na regiao do pantanal (COSTA et al., 2005).
As principais causas de ameacga aos sirénios sdo a captura intencional e acidental, colisdo com
embarcacdes e perda de habitat (LIMA et al., 2007). Ambas as espécies de peixe-boi que
ocorrem no Brasil estdo em perigo, principalmente devido a caga (IBAMA, 2001).

De forma deliberada ou acidental, os seres humanos tém transportado espécies pelo
mundo inteiro, introduzindo-as em areas onde originalmente n&o existiam; espécies invasoras
podem deslocar ou extinguir espécies nativas através de competicdo por recursos, predagao,
disseminagao de doengas ou em decorréncia de severas modificagbes no habitat (MACHADO,
2006; SHOCHAT et al., 2010).

Atras apenas da perda de habitat por desmatamento, especialmente pela expansao da
fronteira agricola, das zonas urbanas e dos grandes empreendimentos de infra-estrutura, a
cacga predatoria ilegal € o segundo maior fator de impacto em populagdes de animais silvestres
no Brasil. Apesar de ser proibida, de acordo com a Lei n° 9.605/98 (Lei de Crimes Ambientais),
0 poder publico ainda nao dispde de recursos eficientes e cientificamente comprovados que
possam ser utilizados em analises forenses visando comprovar o ato da caga, seja ela
desportiva ou com finalidade comercial. Esses recursos ja sdo amplamente utilizados em paises
onde a caga também é um problema ambiental sério, como aqueles do continente africano. Tais
argumentos justificam o desenvolvimento de marcadores moleculares especificos para a
identificacdo de espécies da fauna brasileira.

O produto final do presente trabalho foi a elaboragdo de um protocolo in silico de
identificacdo molecular para 15 espécies da fauna brasileira, posteriormente validado em um
conjunto de amostras biolégicas, com potencial para ser utilizado em qualquer laboratério de
analise de DNA seja ele publico ou privado; constituindo-se um protocolo passivel de ser
utilizado por 6rgéos governamentais (policia técnica, IBAMA) ou por laboratérios particulares
credenciados como prestadores de servigo ao poder publico. A despeito de sua utilidade como
ferramenta forense, os marcadores poderao ser aplicados por diversos grupos de pesquisa em

trabalhos de distribuicdo e habitos alimentares de espécies predadoras.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de identificagdo molecular, baseado em seqiéncias de DNA
mitocondrial, para as seguintes espécies da fauna brasileira: Paca (Agouti paca), Cutia
(Dasyprocta leporina), Macaco-prego (Cebus apella), Cateto (Tayassu tajacu), Queixada
(Tayassu pecari), Ourigco-caixeiro (Coendou prehensilis), Ratdo-do-banhado (Myocastor
coypus), Tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), Tatu-peba (Euphractus sexcinctus), Ariranha
(Pteronura brasiliensis), Peixe-Boi-marinho (Trichechus manatus), Tartaruga-de-couro
(Dermochelys coriacea), Tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata), Jabuti-piranga

(Geochelone carbonaria), Jacaré-de-papo-amarelo (Cayman latirostris).
1.2.2. Objetivos especificos

1. Organizar um banco de dados com as sequéncias do gene Citocromo b disponiveis no

GenBank de 15 espécies da fauna brasileira;

2. ldentificar SNP’s (polimorfismos de um unico nucleotideo) que sejam discriminantes para

cada uma das espécies e determinar sitios de enzimas de restricdo sobre esses polimorfismos;

3. Desenhar primers que amplifiquem um fragmento do gene Citocromo b para cada uma das

espécies;

4. Validar o método testando em amostras biolégicas



1.3 Revisao da Literatura

e A cacga no Brasil

A caca é um importante fator de diminuicdo e extincdo de espécies na natureza.
(CULLEN Jr. et al., 2000). Segundo MACHADO (2004), as modalidades de caga se dividem em:
profissional, de controle, amadorista, de subsisténcia e cientifica. A caga de animais selvagens
tropicais é historicamente conduzida para o consumo e para o comércio local (EATON et al.,
2009). No Brasil, animais como paca (Agouti paca) e tatu galinha (Dasypus novencinctus) sao
intensamente cagados ilegalmente. A qualidade da carne e a forte tradicdo de caga sao fatores
que contribuem para o declinio de suas populagdes ao longo da sua distribuicdo (FREITAS;
SILVA, 2005).

Na caga profissional, que visa a comercializagcdo de peles/couros, as espécies mais
atingidas sdo o jacaré-do-pantanal, ongas, pequenos felinos, lontra, ariranha e grandes
serpentes (PAIVA, 1999). Até a intervengdo da Convengéao Internacional sobre o Comércio de
Espécies Ameacadas da Fauna e Flora Silvestre (CITES), milhares de animais foram
capturados para suprir a demanda do comércio internacional de peles (COSTA et al., 2005).
Entre os anos de 1995-1999, os registros da CITES mostraram que o trafico internacional de
animais silvestres incluiu mais de 1,5 milhdes de aves vivas, 640.000 de répteis vivos, 1,6
milhdes de peles de lagarto, 1,1 milhdes de peles de serpentes, além de mais de 150.000 peles
de outros representantes da fauna silvestre (ROE et al., 2002).

Com a descoberta das formas adequadas para o armazenamento e o transporte da
carne de animais silvestres, os europeus estabeleceram no inicio no século XVIlI o comércio de
carne de peixe-boi (Trichechus manatus e Trichechus inunguis) (REDFORD; ROBINSON,
1991). A caga continuou no século XX, e segundo BEST (1982, 1984) entre 1935 e 1954
aproximadamente 10.000 peixes-bois amazbnicos foram mortos por ano. Estima-se que o
comércio ilegal de vida silvestre tenha movimentado de 10 a 20 bilhdes de ddélares por ano
entre as décadas de 1990 e inicio do ano 2000 (RENCTAS, 2001).

A caca passou a ser proibida no Brasil desde a publicagdo do codigo da fauna em 1967

(Lei n° 5.197/1967), que previa a proibicdo da caga profissional e admitia a modalidade



amadorista apenas em localidades especificas, onde as peculiaridades regionais a permitam,
desde que especificado em lei complementar. O artigo 3° desta lei preceitua “... E proibido o
comércio de espécies da fauna silvestre e de produtos e objetos que impliquem a sua caga,
perseguicao, destruigdo ou apanha...”

Ja a Lei dos Crimes Ambientais de 1998 (n° 9.605, art. 32) descriminaliza a caga desde
que o produto seja utilizado para saciar a fome do agente ou sua familia, para proteger lavouras
ou rebanhos, ou no caso de animais considerados nocivos. Apesar da proibicdo, a caca
desportiva e até mesmo com finalidades comerciais ainda continua sendo amplamente
praticada em diversas regides do pais, inclusive, em reservas como Parques Nacionais e
Estaduais (CHIARELLO, 1999; CHIARELLO, 2000; CULLEN Jr. et al., 2000). Apesar do
consenso de que a caga predatéria deve ser considerada como um importante fator de
diminuicdo de numero e até extingdo de espécies na natureza (CULLEN Jr. et al., 2000), a

literatura disponivel sobre a caga e seus efeitos no Brasil ainda é incipiente.

o Espécies ameacadas

A primeira compilagdo das espécies ameacgadas de mamiferos brasileiros ja tem mais de
30 anos (COIMBRA-FILHO, 1972). Em 2003, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) divulgou uma lista de espécies ameagadas que
constava de 66 espécies de mamiferos, das quais 24 espécies eram primatas (40% dos taxons)
principalmente aqueles endémicos da mata atlantica (IBAMA, 2003). Algumas espécies nao
estdo ameacgadas no Brasil como um todo, mas s&o agora extremamente raras ou podem estar
até mesmo extintas em areas de sua distribuicdo original, como exemplo, a anta (Tapirus
terrestris) que nao esta na lista brasileira de espécies ameagadas, mas se tornou extremamente
rara na mata atlantica (COSTA et al., 2005).

Segundo a versdao de 2008 da Lista Vermelha da IUCN sao reconhecidas 5.488
espécies de mamiferos, dentre as quais, aproximadamente 1.219 espécies (22,2%) estado
globalmente ameagadas (1141 espécies) ou extintas (78 espécies). Dentre as 27 ordens de
mamiferos, aquelas com maior porcentagem de espécies ameacadas sao: Sirenia (100%),
Perissodactyla (81%), Monotremata (60%), Proboscidea (50%) e Primates (49%) (IUCN, 2008).

No caso das aves, nao ha registro de extingdo, mas de um animal, o mutum de Alagoas,
que ndo é mais encontrado na natureza. A ararinha azul (Cyanopsitta spixii) é considerada

como possivelmente extinta no Brasil, havendo pouco mais de 100 exemplares em cativeiro. O



Brasil aparece com 80 espécies de mamiferos, 123 de aves, 28 de répteis, 30 de anfibios e 80

espécies de peixes ameacgadas de extingdo segundo a recente lista de 2010 (IUCN, 2010).

e O DNA como ferramenta forense

A analise do DNA como uma poderosa ferramenta para a identificagdo humana passou
a ser amplamente utilizada a partir do descobrimento de regides de DNA repetitivo no genoma
humano que sdo transmitidas segundo as premissas mendelianas. Apos esta descoberta, a
identificagdo molecular passou a ser aceita e adquiriu um peso significativo como prova criminal
em praticamente todos os tribunais do mundo (JEFFREYS et al., 1985).

Com o advento da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), descrita por
Kary Mullis em 1987 (MULLIS; FALOONA, 1987), as metodologias utilizadas para a
identificacdo humana se tornaram mais simples, baratas e passiveis de serem aplicadas
mesmo quando a quantidade de material (DNA) é extremamente reduzida, como é o caso de
pequenas manchas de sangue, saliva, material em estagio avancado de decomposigao, etc
(JOBLING; GILL, 2004). A ampla utilizagdo da identificagcdo humana por DNA teve como uma
de suas consequéncias a apropriacdo das metodologias no desenvolvimento de protocolos
especificos para a identificagdo animal em diversos tipos de casos forenses (BUDOWLE et al.,
2005).

No Brasil, o primeiro caso de utilizacdo do DNA para a identificagdo humana ocorreu em
1992 quando o proprio Alec Jeffreys foi convidado para auxiliar na identificacdo dos restos
mortais de Josef Mengele, carrasco nazista que viveu no Brasil por décadas até falecer no
anonimato (JEFFREYS et al., 1992).

Atualmente, o Brasil ja possui uma estrutura laboratorial (ainda que restrita) com peritos
especializados em analises forenses do DNA. Essas analises tém ganhado bastante destaque
ultimamente na identificagdo de vitimas de grandes desastres aéreos e de crimes de grande
comogao nacional. A utilizagdo dessa estrutura e expertise técnica, porém, ndo vém sendo
aplicada na investigagdo de crimes contra a fauna pelo simples motivo de n&o existirem
protocolos simples e eficientes de identificacdo de espécies, por exemplo. Apenas dois artigos
descrevem protocolos para a identificacdo de animais da fauna brasileira: um para a
identificacdo de capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) baseado na amplificagao alelo-especifica
de dois genes nucleares e um mitocondrial (HENRIQUE-SILVA et al., 2007) e outro para a



identificacdo de cervideos do género Mazama baseado na analise de um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b (GONZALEZ et al., 2009).

e O DNA mitocondrial

A mitocdndria € uma organela encontrada na maioria dos eucariontes e sua funcao esta
relacionada a transformagdo de uma energia bruta (Glicose) em energia elaborada (ATP), na
presenga de O,. No interior destas organelas, € encontrado o DNA mitocondrial que esta
organizado de forma circular com um tamanho aproximado de 18 Kb. Em vertebrados, o mtDNA
possui genes codificadores para duas subunidades ribossémicas (12S e 16S), 22 tRNA, trés
subunidades da enzima Citocromo ¢ Oxidase (COI, COIl e COIlll), Citocromo b (Cit b),
subunidades 6 e 8 da ATP FO sintase (ATP6 e ATP8) e sete subunidades de NADH
desidrogenase (ND1-ND6 e ND4L) totalizando 37 genes, além de uma regido controladora rica
em AT (D-loop) (GUILHAM, 1994. BOORE, 1999).

Caracteristicas peculiares, como a heranga uniparental, normalmente materna, a
auséncia de recombinagao e as altas taxas de evolugao (~10 vezes maior), quando comparado
ao genoma nuclear, fizeram do DNA mitocondrial (mtDNA) uma ferramenta importante no
estudo das relagdes evolutivas entre individuos, espécies e populagbes (CALCAGNOTTO,
2001). Este elevado numero de substituigdes de nucleotideos consequiente das altas taxas de
mutagdes poderia estar sendo causada pelo excesso de residuos metabdlicos, pela baixa
fidelidade na replicagdo das mitocondrias e pela auséncia de um mecanismo de reparo
(CALCAGNOTTO, 2001).

Frente a uma grande variedade de regides génicas e ndo génicas do mtDNA, o
desenvolvimento acelerado das técnicas de sequenciamento de nucleotideos nos ultimos anos
permitiu uma grande revolugdo no uso de ferramentas moleculares; atualmente, no campo da
gendmica, diversos genes e genomas mitocondriais completos de uma grande variedade de
organismos ja tém suas sequUéncias depositadas em bancos publicos de dados. Toda essa
informagao disponibilizada pela ciéncia gendmica s6 é possivel de ser organizada, analisada e
interpretada com o apoio da informatica, o que constitui uma nova ciéncia, a bioinformatica.

Atualmente a bioinformatica € imprescindivel para a manipulagdo dos dados biolégicos,
e sua associagdo as ferramentas de biologia molecular favorece o desenvolvimento de
marcadores genéticos para estudos de filogenia (LENK et al., 2001), genética de populagdes
(PARSONS et al., 2006), identificagdo de espécies (BAKER; PALUMBI, 1994), entre outros.



e PCR/RFLP

No fim da década de 60, LINN e ARBER (1968) e MESELSON e YUAN (1968)
revolucionaram a nascente biologia molecular, com a descoberta das enzimas de restrigdo, ou
endonucleases de restricdo, que sao capazes de digerir uma determinada seqiéncia especifica
de DNA em fita dupla, especialmente seqléncias palindrbmicas. As enzimas de restrigdo sio
frequentemente utilizadas na produgéao de um tipo especifico de marcador de DNA, o RFLP, do
inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism, baseado no padrdo de fragmentos
produzidos pela digestdo de um determinado DNA com uma endonuclease especifica (ARIAS;
INFANTE-MALACHIAS, 2001). A variabilidade detectada através do RFLP reflete as variagbes
na sequéncia de DNA, o que permite comparar individuos, populagdes ou espécies diferentes
(SOLE-CAVA, 2001).

A digestao de produtos de PCR por enzimas de restricdo faz com que seja possivel a
deteccédo de mutagdes em locos especificos do DNA. Essa associacdo de metodologias recebe
o nome de PCR/RFLP e vem sendo amplamente utilizada para detectar mutacoes

discriminantes entre espécies ou outros niveis taxondmicos.

e |dentificacdo de Espécies

O sequenciamento de genes mitocondriais € a ferramenta molecular mais sensivel,
disponivel até o presente, para a identificagdo de espécies, sendo que regides dos genes Cit b,
Citocromo Oxidase (COl e COIlll), 12S e 16S sdo os mais comumente utilizados (TOBE;
LINACRE, 2008). Uma vez que tais genes apresentam-se altamente conservados em individuos
da mesma espécie, marcadores moleculares baseados na digestdo de fragmentos de PCR por
enzimas de restricdo (PCR/RFLP) se tornam ferramentas altamente eficientes, rapidas e
baratas para a detecgao de mutacdes discriminantes de uma determinada espécie (MALISA et
al., 2006; WOLF et al., 2000).

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos utilizando-se COIl e Cit b como marcadores
importantes na identificacdo de espécies (EATON et al., 2009; YAN et al., 2005) contribuindo
para o conhecimento da diversidade de espécies e monitoramento da cacga ilegal de espécies
silvestres juntamente com seus produtos (RATNASINGHAM; HEBERT 2007; ROSS et al.,
2003; EATON et al., 2009; MOORE et al., 2003).



A identificacdo especifica em material bioldgico obtido em apreensdes de caga ilegal
vem sendo descrita em diversos paises, especialmente aqueles da Europa e Africa, onde a
caca € proibida. MALISA, et al. (2006) descrevem um protocolo baseado em amplificagdo e
digestdo com enzimas de restricdo de um fragmento do gene Cit b para a identificagcdo de nove
espécies africanas afetadas pela caga predatdria ilegal.

TOBE e LINACRE (2008) desenvolveram uma metodologia de identificagdo de material
de 18 espécies de mamiferos baseada na amplificagcao especifica de fragmentos do gene Cit b.
A metodologia proposta se mostrou eficiente para detectar, inclusive, quantidades muito
pequenas de DNA em misturas de carne ja processada.

Utilizando a comparacao de seqiiéncias da regido controladora do DNA mitocondrial
com sequéncias previamente depositadas em bancos de dados, PALUMBI; CIPRIANO (1998)
identificaram as espécies contidas em latas de carne de baleia no Japao e na Coréia. Além das
espécies permitidas, os autores encontraram carne de golfinho e material de espécies
protegidas por leis internacionais em 25% das amostras.

MOORE et al. (2003) fizeram uso do PCR/RFLP com a finalidade de identificar ovos de
tartarugas marinhas e carne cozida de varias espécies ameagadas. Foram selecionadas duas
enzimas para digestao dos fragmentos do Cit b que se mostraram capazes de identificar as sete
espécies de tartarugas marinhas mais apreciadas para consumo e comeércio.

TORRES (2006) fez uso da PCR/RFLP do Cit b para confirmar a ocorréncia de uma
espécie invasora de peixe (Plagioscion squamosissimus) no Rio Parana onde vive a espécie
endémica Plagioscion ternetzi, e, discutiu as implicagdes ecoldgicas dessa introdugéo. Foi
observado que nao existem diferenciacdo molecular para o nivel especifico entre a suposta
amostra de P. ternetzi e aquela de P. squamosissimus, sugerindo o uso de perfis de RFLP para
deteccao de espécies cripticas de peixes invasores.

EATON et al. (2009) utilizando o gene COI pode distinguir seguramente entre um
conjunto de mamiferos, comumente cagcados na Africa e na America do Sul, e espécies da
ordem Crocodilia. Os seus resultados puderam demonstrar o potencial da analise do DNA como
uma importante ferramenta para o monitoramento da caga e do comércio ilegal de espécies
ameacgadas, mesmo quando se estiver diante de carnes processadas ou produtos silvestres

indistinguiveis por morfologia.
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1.4 Material e Métodos

1.4.1 Analises In Silico

Sequéncias completas e parciais dos gene mitocondrial Cit b de quinze espécies da
fauna brasileira juntamente com sequéncias completas de quatro espécies domésticas (Tabela
1.1) foram recuperadas do GenBank no formato FASTA, tendo sido criado um banco de dados
local.

A similaridade entre os nucleotideos foram detectadas utilizando-se o pacote
computacional Sequencher 4.9 (Gene Codes). Os alinhamentos das seqiiéncias foram feitos
utilizando-se o programa Clustal W (BioEdit 6.0.7) (HALL, 1999) e os ajustes minimos foram
feitos por inspecao visual. Foram realizados também alinhamentos locais (BLASTn) onde foram
comparadas as seqliéncias das espécies domésticas com todas as sequéncias disponiveis no
banco de dados afim de se conhecer suas maximas identidades e minimizar a possibilidade de
erro na analise.

Os polimorfismos nos nucleotideos e os sitios das enzimas de restricdo foram
identificados através do programa Cleaver (JARMAN, 2006). Primers degenerados que
amplificasse o fragmento homoélogo entre uma das espécies silvestres e as quatro domésticas

foram desenhados com o auxilio do programa Gene Runner 3.0.5 (Hastings Software Inc.).



Tabela 1.1. Lista das espécies estudadas com o niumero de acesso e tamanho das sequéncias

do gene Cit b.

Nome Cientifico

Tamanho das
sequéncias (pb)

NUmero de Acesso

Bos taurus 1140 DQ186290
Ovis aries 1140 D84205 DQY903227
Capra hircus 1140 D84201 EU350133
Sus scrofa 1140 AY830174  AB376964
AY206551 AY206563 AY206572
Agouti paca 395 AY206552 AY206566 AY206573
AY206557 AY206567
AF437783 AF437797  AF437802
AF437790 AF437798  AF437803
Dasyprocta leporina 395 AF437793 AF437799  AF437804
AF437794 AF437800 AF437806
AF437796 AF437801 AF437807
AY726771 DQ179062
AY726772 DQ179064 DQ179076
AY726773 DQ179068 DQ179077
AY726774 DQ179070 DQ179083
Tayassu tajacu 1047 DQ179055 DQ179071 DQ179084
DQ179056 DQ179072 DQ179085
DQ179057 DQ179074 U66289
DQ179059 DQ179075 X56296
NC 00181 AF493823
AF493815  AF493824 ﬁijggggg
AF493816 AF493825 AF493834
AF493817 AF493826 AF493835
Dasypus novemcinctus 1104 AF493818  AF493827 AF493836
AF493819 AF493828 AF493837
AF493820 AF493829 AF493838
AF493821 AF493830 AF493839
AF493822 AF493831
AF192928 EF490387
AY678334 EF490388 EF490393
Geochelone carbonaria 405 AY678351 EF490390 EF490394
AY678433 EF490391 EF490395
DQ497296 EF490392
. DQ243719 DQ243722
Euphractus sexcinctus 476 DQ243721 DQ243723 DQ243724
. D83050 AY 965885
Trichechus manatus 610 AY965886 AY965884 AY965883
e EF488536 EF488552
Pteronura brasiliensis 474 EF488551 EF488559
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Tabela 1.1 (Continuacéo). Lista das espécies estudadas com o numero de acesso e tamanho

das sequéncias do gene Cit b.

Tamanho das

Nome Cientifico A
seqiéncias (pb)

NUmero de Acesso

Dermochelys coriacea 503 AF385678 L12712
AF385677 U81363
. . AY919347 EU161673
Cayman latirostris 718 AY919348 EU161674
Eretmochelys imbricata 503 AF385673 L12718
Cebus apella 301 L44586
Coendou prehensilis 1113 AF411582
Myocastor coypus 1140 AF422919

1.4.2 Anélises In Vitro

Amostras de tecido de paca (Agouti paca), macaco-prego (Cebus apella) cutia
(Dasyprocta leporina), tatu galinha (Dasypus novemcinctus), tatu peba (Euphractus sexcinctus)
e cateto (Tayassu tajacu), foram obtidas em zoolégicos e criadouros brasileiros, além de bancos
de amostras de pesquisadores brasileiros. Foram obtidas amostras do Parque Zooldgico
Municipal Quinzinho de Barros (Zoolégico de Sorocaba/SP), Parque Estadual Dois Irmao/PE,
Setor de Animais Silvestres da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP de
Jaboticabal (SP), do Criadouro de Animais Silvestres Instituto Federal de Minas Gerais -
campus Bambui (MG) e do banco de amostras da Profa. Dra. Claudene Barros da Universidade
Estadual do Maranh&o, campus de Caxias. As amostras dos animais domeésticos foram obtidas
do Mercado Publico de Peixinhos (Olinda-PE) e do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

O DNA das amostras foi extraido por meio do kit de extracdo de DNA Qiamp Blood and
Tissue Kit (Qiagem Inc.), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O DNA das amostras foi
quantificado em gel de agarose 1% corados com Gel Red (Biotium, Hayward, CA, USA).

As amplificacdes por PCR foram feitas com um volume final de 20pl de reacdo usando-
se pares de primers descritos neste trabalho. A reagao de PCR conteve Tampao 1X PCR (LGC,
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Rio de Janeiro, Brasil), 2.5mM MgCl,, 2mM de cada dNTP, 20pmol/ul de cada primer, 1U Taq
DNA Polymerase (LGC), e aproximadamente 50ng de DNA. O padrdo de temperatura da

amplificagado incluiu um passo de desnaturagéo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido por 40
ciclos a 92 °C por 2 minutos, seguido por uma temperatura de 48 °C (C. apella) ou 51 °C (T.
tajacu), 60 °C (D. leporina e E. sexcinctus) ou 61 °C (A. paca), por 2 minutos, e 72 °C por 1,5
minutos. A concluséo foi feita com um passo de extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os amplicons foram digeridos com 2U da enzima de restricdo de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante. Os produtos digeridos foram analisados por meio de eletroforese em

gel de agarose 2% corados com Gel Red, e as imagens, digitalizadas em fotodocumentador.
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1.5 Resultados

1.5.1 Anéalises In Silico

O banco de dados foi constituido por 115 seqliéncias polimorficas parciais e/ ou
completas das espécies silvestres juntamente com 7 sequiéncias completas (1140pb)
provenientes dos animais domésticos. Depois de obtidos os fragmentos homologos (Figura 1.1)
foram encontrados SNP’s que conferiram sitios de restricdo discriminantes. Com os
alinhamentos locais foi verificado que as maximas identidades encontradas entre a sequéncia
guery (em estudo) e todas as seqléncias (ndo redundantes) depositadas no banco de dados
eram quase todas de 100% o que resultou em um score elevado e um e-value igual a zero,
parametros estes que reforcam a expectativa do tamanho dos fragmentos de restricdo para as
amostras posteriormente identificadas.

Para a identificagdo in silico das 19 espécies (incluindo as domésticas) foram
selecionadas 9 enzimas de restricdo que cortassem preferencialmente em um unico ponto das
sequliéncias de todos os individuos de uma das espécies silvestres, e que nao fossem capazes
de digerir as sequéncias das espécies domésticas. As enzimas selecionadas a partir da
identificacdo dos sitios polimoérficos estdo representadas na Tabela 1.2 onde se observa a
expectativa do tamanho dos produtos de restricao, constituindo entdo, o painel de marcadores
moleculares.

Ocorreram casos em que s6 havia a possibilidade de se utilizar enzimas que digerissem
ao menos em um ponto das sequéncias das espécies domésticas, como foi o caso da enzima
Banl que digeriu tanto as seqiiéncias de cateto e queixada como a de cabra, assim como das
enzimas Styl, e Tfil, mas, mesmo assim, ao digerir as sequUéncias dos animais domésticos
foram produzidos fragmentos de restricdo de tamanhos diferentes. No caso da enzima Banl,
também foi possivel diferenciar o cateto e o queixada da cabra, pois os fragmentos de restricao
nesta enzima tiveram tamanhos de 598 + 449pb (Tabela 1.2). Para os outros trés animais
domésticos, a enzima nao encontrou sitios de restricdo, produzindo um unico fragmento de

1047pb. O uso da enzima Banl na distingado das demais espécies (Tartaruga-de-couro, Peixe-
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boi-marinho e Macaco-prego) com relagdo as sequéncias domeésticas, propiciou apenas a
digestado das sequéncias das espécies silvestres.

Nas sequiéncias de paca, macaco-prego, cutia, tatu galinha, tatu peba e cateto foram
identificados 9 SNPs que estavam relacionados a criagao de sitios de restrigdo para 4 enzimas
(Avall, Banl BsiEl e Tfil), o que permitiu a posterior validagao do protocolo.

Através dos alinhamentos também foram identificados 9 mutagdes presentes entre as
sequéncias de paca (365pb), 18 entre as sequéncias de cutia (395pb), 85 entre as sequiiéncias
de tatu-galinha (1.104pb), 8 entre as seqliéncias tatu-peba (476pb) e 141 entre as sequéncias
de cateto (1047pb). Como s6 houve uma seqiéncia de macaco-prego, esta contagem nao foi

possivel.

hractues
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Figura 1.1. Representacdo do posicionamento das sequéncias de animais silvestres com
relacdo as dos animais domésticos.

Tabela 1.2. Perfil de esperado de PCR/RFLP para a identificacdo das 19 espécies analisadas.

Tamanhos dos
Espécies fragmentos de
restricdo(pb)

Enzimas /
Sequéncia de corte

Agel / ACCGGT __ Ariranha 357+ 117
Boi, porco, carneiro, cabra, N&o digere

Jabuti-piranga 212 + 193

Aval / CYCGRG Macaco-prego 193 + 108
Boi, porco, carneiro, cabra Nao digere

Jacaré-de-papo-amarelo 403 + 314

Avall / GGWCC Tatu-peba 314 + 162
Ratao-do-banhado 753 + 387

Boi, porco, carneiro, cabra Nao digere
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Tabela 1.2 (Continuacéo). Perfil de esperado de PCR/RFLP para a identificacdo das 19
espécies analisadas.

Tamanhos dos

Enzimas Espécies fragmentos de
restricdo(pb)
Tartaruga-de-couro 385 + 118
* Cateto 671+ 376
* Queixada 671+ 376
Banl / GGYRCC Peixe-boi-marinho 394 + 221
Macaco prego 146 + 144 + 11
Boi, porco, carneiro, cabra N&o digere
Paca 297 + 98
Tatu-galinha 825 + 279
BsiEl / CGRYCG Macaco-prego 196 + 105
Ourigo-caixeiro 703 + 410
Boi, porco, carneiro, cabra Nao digere
Bsrl / ACTGGN _ Jabuti-pira_nga 217 +_188
Boi, porco, carneiro, cabra N&o digere
Spel / ACTAGT 5 _Tartaruga-de-_pente 225 + 164 +114
0i, porco, carneiro, cabra Nao digere
Cutia 302 + 93
Boi 165 +117 + 113
Tfil / GAWTC Carneiro 263 + 132
Cabra 230 + 165
Porco N&o digere
Queixada 654 + 393
Cateto * Digere
Styl / CCWWGG Boi e porco Nao digere
Carneiro 579 +453 + 15
Cabra 1032 + 15

*Obs1: A enzima também corta a seqliéncia de cabra (Capra hircus) gerando fragmentos de

598+449pb. Para as demais espécies domeésticas ela ndo digere.
*Obss: Produtos de tamanhos variados conforme o polimorfismo encontrado entre os

individuos.

De toda a lista das enzimas disponibilizadas pelo programa CLEAVER apenas a enzima
Styl é capaz de distinguir entre as sequéncias de cateto e de queixada, mas para diferencia-los
das espécies domésticas, o melhor seria 0 uso enzima Banl que iria digerir apenas uma das
sequéncias dos animais domésticos (cabra) e geraria 0 mesmo padrao de bandas para o cateto
e queixada. A digestdo das seqliéncias de cateto com a enzima Styl produziu diversos
tamanhos de fragmentos de restricao, tais como: 594 + 339 + 60 + 54pb; 393 + 347 + 307pb;
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594 + 393 + 60pb; 393 + 307 + 287+ 60pb; 594 + 453pb; 740+307pb; e, 453 + 307 + 287pb;
constituindo-se polimorfismos intra-especificos.

Para as demais espécies, exceto a cutia, foi possivel escolher uma enzima que digerisse
apenas a sequéncia da espécie silvestre em questao, o que facilitou a analise. Contudo, mesmo
a enzima Tfil digerindo quase todas as seqliiéncias dos animais domésticos (exceto porco), os
tamanhos de 302 + 93pb s6 foram observados em cutia. Os fragmentos de restrigdo tiveram em
média tamanhos acima de 100pb podendo ser visualizados no gel de eletroforese a 2%. Muitas
enzimas puderam ser usadas pra identificacdo de mais de uma espécie, como foi 0 caso da
BsiEl que foi util para identificacdo da paca (297+98pb), tatu galinha (825+279pb), macaco-
prego (196+105pb) e ourigo-caixeiro (703+410pb).

1.5.2 Anélises In Vitro

Foram obtidas vinte e duas amostras de A. paca, uma amostra de C. apella, trés de C.
latirostris, quatro de D. leporina, seis de T. tajacu, trinta de D. novemcinctus, nove amostras de
E. sexcinctus e dezenove de G. carbonaria; juntamente com dez amostras dos animais
domésticos. O DNA de todas as amostras foi extraido e quantificado com sucesso. Apenas as
amostras de A. paca, C. apella, T. tajacu, D. leporina, D. novemcinctus e E. sexcinctus foram
passiveis de amplificacdo com os primers degenerados (Tabela 1.3).

Em A. paca, um fragmento de aproximadamente 298pb foi amplificado contendo o sitio
de restricdo da enzima BsiEl na posicdo 294 (com relagéo a seqliéncia completa de Bos taurus
DQ186290) unico para A. paca gerando um perfil inico de RFLP (Tabela 1.4 e Tabela 1.5)

Em C. apella, foi gerado um fragmento de 195pb, o qual apresentou o sitio de restrigao
da enzima Banl na posigéo 256 (com relagdo a sequéncia completa de B. taurus DQ186290),
Unico para a mesma. Com esta mesma enzima foi possivel diferenciar T. tajacu das espécies
domésticas, pois 0 mesmo apresentava o sitio dessa enzima na posicao 469, nao encontrado
em B. taurus, O. aries e S. scrofa. C. hircus apresentou também o sitio dessa enzima, porém na
posicao 598 o que gerou outro perfil de RFLP (Tabela 1.4 e Tabela 1.5).

Ja em D. leporina foi amplificado um fragmento de 334pb que apresentou o sitio de
restricdo da enzima Tfil na posigcdo 302 (com relagdo a sequiéncia completa de B. taurus
DQ186290). O sitio de restrigdo desta mesma enzima também estava presente na posi¢cao 113
e 230 nas seqliéncias dos animais domésticos (exceto porco) mas produziu fragmentos de

restricdo de tamanho diferentes, sendo possivel discrimina-las (Tabela 1.4).
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Em D. novemcinctus um fragmento de 957pb foi amplificado o qual apresentou o sitio da
enzima BsiEl na posigdo 212 (com relagdo a sequéncia completa de B. taurus DQ186290) o
que gerou um perfil de RFLP unico para essa espécie. Por ultimo foi amplificado um fragmento
de 411pb para E. sexcinctus.. Esse fragmento continha o sitio da enzima Avall na posig¢ao 314,
Unico para essa espécie (Tabela 1.5).

A validagdo dos marcadores gerou uma matriz onde foram combinadas as posi¢bes de
‘anelamento’ dos primers, as enzimas de restricdo com os seus sitios, os SNPs que permitiram
identificar todas as 6 espécies silvestres e os respectivos tamanhos dos amplicons (Tabela 1.5).

Como esperado, as amostras biolégicas produziram perfis de RFLP idénticos aos
esperados pelas analises in silico. (Figuras 1.2 a 1.7). Seguindo o protocolo de digestédo
sugerido pelo fabricante, foi observado que esta enzima BsiEl n&o digeriu por completo o DNA
da A. paca e de D. novemcinctus gerando apenas a banda de maior tamanho,, como pode ser
observado nos géis da Figura 1.2 e Figura 1.7. As bandas de tamanho inferior a 80pb nao

foram visualizadas em gel de agarose a 2%.

Tabela 1.3. Sequiéncia dos pares de primers desenhados utilizados para amplificagdo por PCR
do Cit b das espécies analisadas.

Sequéncias dos Primers Espécie
Primer Forw: 5- CTYCCHRCYCCMTCHAAYAT- 3’ Agouti paca
Primer Rev: 5'- GDAGRABKAYKCCRATRTTTC - 3’
Primer Forw: 5’- AARWCMCACCCAYTAATMAAA - 3’ Dasyprocta leporina
Primer Rev: 5- TCCRATRTTTCAKGTTTC - &
Primer Forw: 5- AGCAATACAYTAYACRYCHGAC - 3’ Cebus apella
Primer Rev: 5'- CCRATRTTTCAKGTYTYTAG - 3’
Primer Forw: 5- CMGCHTTYTCMTCWGTWRC - 3’ Tayassu tajacu
Primer Rev: 5- GCTYCGYTGYTTDRAKGTRT - &
Primer Forw: 5- AYTWYWCAYCHRRCRMMA - 3’ Cayman latirostris
Primer Rev: 5'- AKAGKRCDAGKRDBAKKA - 3’
Primer Forw: 5°- ACATYCGHAARWCHCACCC - 3 Euphractus sexcinctus
Primer Rev: 5- AWGATATTTGTCCTCAKG - 3
Primer Forw: 5- GGHTCHYTVYTRGGMATYTG - 3’ Dasypus novemcinctus
Primer Rev: 5'- TTGKCCRATRRTDAYRWAKGG - 3’
Primer Forw: 5'- CCMTCMAAYATYTCWKCH - 3 Geochelone carbonaria

Primer Rev: 5'- GANCCRTARTADARDCCKCG - 3’

Bases Degeneradas: N = A+C+G+T; D= A+T+G; B= T+C+G; H= A+T+C; W= A+T; S= C+G; K=
T+G; M= A+C; Y=C+T; R= A+G.
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Tabela 1.4. Painel de marcadores moleculares obtido apds a utilizagdo dos primers e das
enzimas selecionadas para a identificacdo de tatu-peba, cateto, macaco-prego, paca, tatu-

galinha e cutia.

Tamanhos dos

Enzimas Espécies fragmentos de
restricdo(phb)
Avall / GGWCC Tatu-peba 304 + 107
Boi, porco, carneiro, cabra N&o digere
* Cateto 288 + 473
Banl / GGYRCC Macaco-prego 104 + 91
Boi, porco, carneiro, cabra N&o digere
Paca 237+ 61
BsiEl / CGRYCG Tatu-galinha 760 + 197
Boi, porco, carneiro, cabra N&o digere
Cutia 287 + 47
Boi 119+117 + 98
Tfil /| GAWTC Carneiro 217 + 117
Cabra 215+ 119
Porco Nao digere

*Obs1: A enzima também digere a sequéncia de cabra (Capra hircus) gerando fragmentos de
tamanhos 510 + 251pb. Para as demais espécies domésticas ela néo digere.



Tabela 1.5. Posigao dos SNPs em relagdo as enzimas de restricdo diagndsticas e a posicdo nucleotidica onde ocorre o anelamento
dos primers correspondentes. SP: Posigao dos Sitios Polimérficos com relagdo a uma sequtiéncia completa de Cit b de Bos taurus
(DQ186290).

Enzimas SP Espécies Posicédo de Tamanho
anelamento dos
Amplicons
Boi Carneiro Cabra Porco Paca
294 Forw - 61
A A A A C Rev - 358 298
BsiEl
CGRYCG
Boi Carneiro Cabra Porco Tatu-galinha
Forw — 82 957
212 A A A A C Rev — 1038
Boi Carneiro Cabra Porco Cateto
Forw — 89
469/598 AIG AIT A/IC AIG C/GouA Rev — 849 761
Banl
GGYRCC
Boi Carneiro Cabra Porco Macaco prego
256 Forw — 52 195
T A A A C Rev — 246
Boi Carneiro Cabra Porco Tatu-peba
Avall 314 Forw - 08 411
GGWCC T A A A G Rev — 418
Boi Carneiro Cabra Porco Cutia
THil Forw — 16 334
GAWTC 113/230/302 G/C/C C/TIC C/ICIT C/TIC C/AIA Rev — 349
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Figura 1.2. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e a paca (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi, cabra, porco e carneiro,
respectivamente (298 pb); L5= Amostra de paca nao digerida com a enzima BsiEl; L6 =
Paca parcialmente digerido com BsiEl. (237+61 pb). DNA Ladder 100pb (BioLabs).

500

Figura 1.3. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e o tatu-peba (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi, cabra, porco e carneiro,
respectivamente (411pb); L5 = Tatu-peba digerido com a enzima Avall (304+107pb). L6 =
Amostra de tatu-peba nao digerida com a Avall. DNA Ladder 100pb (BioLabs).



500

Figura 1.4. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e o cateto (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi, porco, carneiro (761pb)
e cabra (510+251pb) respectivamente; L5 = Cateto digerido com a enzima Banl (288+473
pb). L6 = Amostra de cateto nao digerida com a Banl. DNA Ladder 100pb (BioLabs).
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Figura 1.5. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e a cutia (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi (119+117+98pb), cabra
(215+119pb), porco (334pb) e carneiro (217+117pb) respectivamente; L5 = Cutia digerido
com a enzima Tfil (287+47pb). L6 = Amostra de cutia n&o digerida com a Tfil. DNA Ladder
100pb (BioLabs).
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Figura 1.6. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e macaco prego (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi, cabra, porco e
carneiro,respectivamente (195pb); L5= Amostra de macaco-prego nao digerida com a enzima
Banl ; L6 = Macaco-prego digerido com Banl (104 + 91pb). DNA Ladder 100pb (BioLabs).
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Figura 1.7. Gel de eletroforese mostrando o perfil da PCR-RFLP para as quatro espécies
domésticas (L1-L4) e o tatu-galinha (L5-L6). L1- L4 = Amostras de boi, cabra, porco e carneiro,
respectivamente (957pb); L5= Amostra de tatu-galinha n&o digerida com a enzima BsiEl; L6 =
Tatu-galinha parcialmente digerido com BsiEl (760 + 197pb). DNA Ladder 100pb (BioLabs).
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1.6 Discussao e Conclusdes Gerais

1.6.1 Analises In Silico (SNPs)

As analises in silico desenvolvidas neste estudo resultaram na elaboracdo de um painel
de marcadores moleculares para identificacdo de dezenove espécies de animais, sendo quinze
delas silvestres. Para identificagdo das amostras biolégicas e validagédo do protocolo foram
observados através dos alinhamentos, nove polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) que
permitiram a geragao de perfis de RFLP virtuais espécie-especificos.

Os SNPs tém sido amplamente identificados em seqliéncias mitocondriais, sendo
aplicados em estudos que envolvam autenticagao de recursos pesqueiros (BAKER; PALUMBI,
1994; WOLF et al., 2000), deteccao de origem de carne bovina (VERKAAR et al., 2001),
identificacdo e distribuicdo de espécies simpatricas (GONZALEZ et al., 2009), taxonomia
molecular (TORRES, 2006), entre outros. Entado, a identificacdo dos SNPs nas seqliéncias de
nucleotideos das espécies aqui estudadas permitiu a geragdo de fragmentos de restricao
especificos e de tamanhos faceis de serem identificados no gel, reforgando a aplicabilidade dos
polimorfismos nucleotidicos da regido do Cit b para autenticacdo de carne de caga ilegal
oriunda de espécies ameagadas e superexploradas.

A partir dos alinhamentos foi possivel o desenho dos primers degenerados que
amplificaram com sucesso as amostras de espécies silvestres filogeneticamente mais préximas
aquelas domésticas, porém quando comparados as seqUéncias das espécies de répteis
(Geochelone carbonaria e Cayman latirostris) com as dos animais domésticos, ndo foram
encontradas regides de similaridade extensas o suficiente para a elaboragdo de um unico par
de primer que amplificasse nas quatro espécies domésticas e na espécie silvestre em analise. A
possibilidade de utilizar primers degenerados e enzimas de restricdo que digiram
preferencialmente apenas as seqliéncias das espécies silvestres estudadas garante agilidade,
seguranga e economia nas analises forenses, porém as relagdes evolutivas entre as espécies

devem ser consideradas quando se pretende utilizar esse dispositivo metodoldgico.
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1.6.2 Anéalises In Vitro

Os resultados obtidos neste estudo permitiram distinguir seis espécies silvestres (Agouti
paca, Cebus apella, Dasyprocta leporina, Dasypus novemcinctus, Euphractus sexcinctus,
Tayassu tajacu) dos animais domésticos através de perfis moleculares espécie-especifico. Este
painel molecular € uma ferramenta de identificagdo segura que permite distinguir produtos de
caca de origem ilegal, na auséncia de possibilidade de identificagcdo morfoldgica.

Como era esperado, a variagao intra-especifica (< 10%) foi bem menor que a variagao
inter-especifica. O maior grau de polimorfismo intra-especifico foi observado in silico em cateto,
porém as amostras biolégicas dos mesmos apresentaram o mesmo perfil de RFLP. Também
foram observadas regides dentro das seqiéncias de Cit b mais conservadas em espécies do
mesmo género (como em cateto e queixada, por exemplo), o que pode ser explicado pelo
pouco tempo de divergéncia evolutiva entre as espécies (JOHNS; AVISE).

O DNA mitocondrial (mtDNA) é geralmente escolhido para identificagdo molecular de
espécies, pois podem ser obtidos com facilidade em amostras degradadas ou processadas
quando comparados ao DNA nuclear (nDNA) principalmente porque o mtDNA esta presente em
multiplas copias por célula e o nDNA tem apenas uma copia oriunda de cada parental
(DAWNAY et al., 2007). Além disso, o mtDNA apresenta heranga unica (materna), auséncia de
recombinacido e apresenta uma alta taxa de mutagcdo, aumentando o poder de discriminagao
entre as espécies (MALISA et al., 2006).

O gene Cit b tem sido escolhido para identificagdo molecular de muitos vertebrados tais
como, tubarbes (KUMAR et al., 2007), baleias (MALIK et al.,1997), tartarugas marinhas
(MOORE et al., 2003), serpentes (YAU et al., 2002) e felinos (PRADO et al., 2002; VERMA;
SINGH, 2003; WAN; FANG, 2003; RONAGHI et al., 1998).

Foram analisados o maior numero de amostras possiveis para confirmagao dos perfis
espécie-especifico esperados pela analise in silico. Sé houve uma amostra de porco que
apresentou uma mutagao no sitio da enzima Tfil, gerando um perfil préximo ao de cabra na
analise de cutia. A anadlise feita pelo algoritimo BLASTn nos permitiu verificar se todos os
polimorfismos encontrados nos sitios de restricdo das enzimas selecionadas estavam
devidamente representados nas sequiéncias depositadas no banco de dados, e assim, nao

ocorrerem resultados inesperados ou falso positivo. Para identificar carne de animais silvestres
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no nivel de certeza aceito em tribunais, € necessario que a probabilidade de erro na
identificacdo seja extremamente baixa, e para isso é importante avaliar um amplo nimero de
amostras e de diferentes areas geograficas para garantir se as possiveis variantes de cada
espécie estejam representadas (MALISA et al., 2006).

Com relacdo a aplicabilidade das quatro enzimas de restricdo utilizadas na analise de
PCR/ RFLP (Avall, Banl, BsiEl, Tfil), apenas a enzima BsiEl ndo produziu bandas muito claras
durante a digestdo do DNA de paca e de tatu-galinha, havendo produto de PCR sem ter sido
digerido e a geragdo de um fragmento de baixo peso molecular ndo detectavel no gel de
eletroforese. Para a selecédo apropriada das enzimas, deve ser considerada a sua capacidade
de resolugao, correspondida no gel de eletroforese. Em geral, fragmentos menores de 80pb sdo
dificeis de serem identificados em gel de agarose, mesmo que em concentragbes mais altas
(3% por exemplo) (WOLF et al., 2000).

O obijetivo inicial de desenvolver um protocolo de identificagdo molecular, baseado em
sequiéncias de DNA mitocondrial, para as 15 espécies da fauna brasileira (Agouti paca,
Dasyprocta leporina, Cebus apella, Tayassu tajacu, Tayassu pecari, Coendou prehensilis,
Myocastor coypus, Dasypus novemcinctus, Euphractus sexcinctus, Pteronura brasiliensis,
Trichechus manatus, Dermochelys coriacea, Eretmochelys imbricata, Geochelone carbonaria e
Cayman latirostris) esbarrou na dificuldade de obtengdo de um par de primers degenerados
suficientes para amplificar amostras de répteis (Geochelone carbonaria e Cayman latirostris) e
mamiferos, e na dificuldade de obtengdo de amostras bioldgicas, seja pela raridade das
espécies em cativeiro (ariranha, ourigo-caixeiro e ratdo-do-banhado, por exemplo), ou pelas
dificuldades burocraticas dos mantenedores (peixe-boi e tartarugas marinhas).

As espécies envolvidas nesse estudo representam animais que sdao amplamente
cacados em todo o territério nacional, tais como o tatu galinha (Dasypus novemcinctus) e a
paca (Agouti paca) (FREITAS; SILVA, 2005).

Como observado, os resultados das analises in silico puderam ser corroborados com os
das analises in vitro gerando os mesmos perfis de RFLP para cada espécie estudada.

Considerando a fidelidade dos dados encontrados nos bancos publicos e a robustez das
ferramentas de bioinformatica, espera-se que os polimorfismos encontrados para as demais
espécies em questdo sejam existentes, constituindo um protocolo passivel de utilizagao.

O presente estudo reforga o potencial de polimorfismos do gene Cit b como poderosos

marcadores para identificacdo de espécies, especialmente aquelas ameacadas. Os dados
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obtidos podem ser uteis como ferramentas em conservagdo no combate a caca predatoria e

monitoramento do comércio ilegal de carne de caca e de seus produtos.
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ABITRACT. The Haniikation of mEochondrial DHA pobymomphbme b ore of tha sk sfflchnt mekhods for specas
diferan: lathan, Ganctyping o malecular manksrs wing PCRRAILF 15 a rakbls, wretiva and Inssperslva methad for
dsbsction of spsce specic mutations, Tha major s of dadine In Sranla populxions are sckdental ard Interk konal
catches, collsions sih Bostzand habita los. Tha godl of B present sEidy was toldantiy & sidoo, nuceotids muta-
tlons Inthe cytoctome b gane that can bs wed o tha fubrs devslopmant of Torendc ool apable o using small
Hzua Ingments to dscriminats manats mast irom domesticrtad specks mest commonly wied a5 Tood sourcas {bo-
wing, caing, caping and swind DeA saquence algnmants revealed byo potymorptic sitas dsinguishingthe manaGe
spacles from domestic specks. Tha prasant study rainforced the powss of optoctioms polgnorphism: as powerul
markersior specks: entfcalon, whichmay bs pericuary weiud Tor Idantiying vainerablkesn dange e sp< dez. T1a
data providad herdn ako g gast such mEDMA marars a5 iImpartant corsanation took lor combating pradstany mars-

te& hun:ing for 1legal meat tede In tha A ce.

EEY WCRDE BLehmaak; forralc manken; ovsrhuming; SkPs.

The hiurding of wapical wildlita has histoncaly been
concuctad for ubsistnc consumpion and o local wrade. But
curnnticends nowikdlitg harrest from across 0 flobe sagget
thiar b volums of sxeracion of wild game, or “bushneat®,
hirs nereased corekleraby, and many s peciks ane in shap d4-
cling duse 63 over explaitition (AEeCHTIEs 2F ¢, 2007, BxseTr
wf af 2007, Mires-sSuwsn o @, 203, Reoroes 1903, Eaos of
. 20 Species Idantitbation basad on DA 1nalyse using
bialegizal miarerial obesired feam ill:ga] Bunciag hae b ead
in forermic genetics in Europsan and African couniries shere
huming is profibiied Th wdentificazion of miochondria DA
palynorphisme s one of the meast dificlent michods of saecies
ditfeenaian.

Mokeoular markars much as wngle nuckotide palymot-
phisns (53Fs) an be deieded using nethod such o poly nerass
chain reaction PCRY st aion fragnent kngo polymaphism
{RFLY), which are refiabl, sereiina and inepanzive. Thass
mthodts can b wsed for the daiecton of specks-specific Tin-
tioee, which emablk clssibcation ol amples within a molacular

WRONCMY Jerpective (Mosm ol 2004, Goeadirs of ol 2009,
variation within che criochrome b gane s been toand 1o be
e of the most usetul penetic markers fo0 speces d scriming-
man (MEvs 1904, Fawe B Mernw 2003, Foos of all, 2003, Fax o
&, 2005, Tapsrs 2006, Fassos ¢f af 20003 35Fs can te broadly
cefinad 2z any singls base ks ntion Ancd in the gknems of
an iedividial (Prmoan o all 2002}, The abilicy w0 Kenilfy wild-
Lie procucs, whether 25 pecossed meat, skinz or whole ani-
fals, & pesible thesifh by the devalapmant of DNA wquenoe
calabases sing 3 sardardized fene fagment [FATSLBGHRG
Hesesr 3007, Fost of al 2003, Eaos of @, 2000

Glvea that the orospectlon of 5NFsbs sl dependeot of
1 prior knowledgs of the spadis genoms Amers of il (2004)
ested 3 methed 10 deteemine tha feasiblity of weng peevi-
cusly publehed compamilve acchor agesd sequences (CATE)
17 orcker 0o find 53PS for mammal species with poody known
goamet. The surthon demonstatsd chat, Bar most cammak,
the cargwies loous appeodch might providean efickn and cosi-
elfactive mechod of dsoovering SPs.
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ki al. (2000) evizblished 2 3P genogping assay for
detecton of gens i varkcen in cod'ing reglons asodaved wich
coat-mlor allale, phylogereticlly bsal mirodondrial moia.
tions, sex markars, and nol-ceding parts of the fox genoTe.
Sl ef af. (2005) described a proccood baeed on resticTion
ancyme digestiol of PR amplicore POREFLF from 2 omo-
chroms b gene Fagment 1kt is usefd in the iencificacion of
13 wi Kl African species dirscily affectsd by illegal Junting, THA
saquence have teen used 3 Complmaniany ook oo Consuuct
phylogenie:, deizrmins popalation smecoam and bden il fy (pe-
cie ir differani conservadion progrnms direckd at maiine
mammals (BATERE Puirsm 1903, Passos of af. 20068, Wiae # af.
20T, Sowerr el af, 2008 ).

Zirenia is an arder of aquatic, Teicly herbeoous mum-
mak civided ino ewe famles: Trichechidae, with ches pe-
Ches = o bws mare ns Lirnaaus, 1738, Tridaotas socpolass
Link, 1795, Trickechus lzsngzls (Katterer, (5831 - and
Dugorgidae, with oneg extnt species - Dwgang dugee (B4iler,
17746) — and ong @xtinc species - Mpdrosemalls ghms
(Elmmarmann, | TE0. Thema|or caws of this sxtincion was
axtreme hunting in the 1&h century (BmETA of &l 20063 The
distribytion range of these ipecies B K2COCed W wilers
intropcal, sabirapical aod squaiocialaneas (Vusss otal 2005),

Lcoording o the Bed List of the [ntenaticnal Unian for
thie Conseevation of Matum (TUCH 2010, all mamares spesics
are considerad vulnerablk (V0L Moreower, T enamaivs T
dommgeds and D, cvgorane lidted in CITES fConveatian of [neer-
natizral Teads v Endangersd Species of Wild Flora and Facna)
Apperdix [ and I sevegmlenss are lisd in CITES Appendic 0
(OmE 20105 Appendix [Iels specics that are ths Most sncan -
gered imong CITES-Teded an'imals and plane: and Appendix [
lists spacies thalare not necessacily sow chesatzned wich ax-
timeticn bat tha: may bscome 55 un ez eade k& clossy on-
trollec.

e major cauzes of dechine in Sirenia populations ans
accidental and neemiional cacches, cllisions with boac 1nd
habicat boss (Lmas of @, 2007 REoch Brazilian manatses (T,
mmantrand Tinesgals) have been exphoited by piedatery bane-
ing sirce the 16= cantury (Lose of @l 200S). Ber (1982, 1584)
astimate chat betwaen 1935 and 1054, 10,000 AT@ETon mana-
teas (T sungulsiwste kilkad yearly.

n tha norbern Eraziian coast, marine manateas ara ;cill
amentally captissd for Mt consumpean (Lisa of s 2008,
e £c tha large soes of thespecimen:, hurers dso sal 1 pan of
thie mear in orde: to ma ke s 2ddivonal morsy The leather
of the mamatees b used o medidne (p=uabilos in oois and seell
ng, and as tea. The far B 1sed © medicing, as wedl @ being
wrsd £ maimiaie and iy e fkesh ofthe manake (Luss & af.
200,

Zurrenily, biointonmacics B eswntal for the manipila-
tion of Biolagicsl data, whan comibired with molaoular Hal
oy bools allows the develooment of I sYkoo siudies ioealving
geneli: resourcs: consersalon, mmodgling phyloganac, as-
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sesiment of gana dizperzal and w2ard of genomic markes (Rois
B Marrmrs J00E],

The GenBank, one of the most complets and popular
seuence datbaes, hasmoee thar 100 millisn aucleside s
quianses fromithousand: of $pecies This snomous quanticy of
dat offers ar immeres possibilics for reseach and new diz-
ooraries. The 2 stlcean iz is an obligaery e siep m work
wih SN, moinly whae the specie siudied & mne and :ndan-
gemad. Thus, the goal o the prewmal study wae o dentify, i
siloe, nuckodde mutations bn thecyiochrome b gene capabls
oo diETerertiat: manaies meat foom Jomescc s2ecies medl, com-
manly uzed 3 taod souroes. For sich purposs, complae and
panial Cyrochrome b squances fom T, massius, T beeguls,
T. awegahmsl, and D, dgow ware reirieved feom Gofank in
FALTA fonmaar A kscal diabase wai crated Sing theseman-
tew saquence: and addiional seqence rom four domestic
species, tharaay allowing furcher comparsors (Tab. 1)

Takla | List of spec ke Audled, with CanBank Aoceas Mumter
Spicles CanBank Azeas Humber
Bz Anakous EF0&" 244
Cwis aras CeOrEzar
L4205
Capra b EL3S1133
L4201
o roda e
ANEINI 74
Trichechusmanatus ANPEREE3
ANPETEa4
ANPETEAS
ANPETAAE
L2 3050
Trichachus inwmg s ANRETEAT
AYFEEAAE
AYFERAET
AYFEHAA0
Trichechus s O s AYFERIA0
AYFEEE1
AYFERIA2
Dugong dgon L7 564
AYOTHI16

Nudesida similaitie berwen wequan e were identifisd

usi1g the Sequancher 4.5 program (Gene Coded). Sequencealign.
mane: were perfonmed with Chen’ W ol the 3iokdn 6.7 pro-
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Eram (Har 12205, Dacs miming of 1he alignmemis and minor
adjustmeis were pearfornied by eye. Nutkeotidepalymrphisms
and rELrcilon sy me e wens faund using the Clkivar soft-
e ([ars Z00G). Afer chis proceducs, we wsd thy pORAYW
21 moftwiee v. L1106 Acacioss 2005} for selscrian of thess
sncymes Ik the genarian of wiriual gl leccrophomi.

The local dacabase compeised Tve sequences Jbiained
feom T mamaie, four sequenoet Toom W desggals (515 by and
wven complara equense (1140 bpd iom domestic animals,
That allg i veevdled Dve pulporaphie sices dizcuguiziing
thi: manites pciss from domestic siecie. Such SKF wans
relaie=d eorestrician ey me digeion s (Tak ) Twe addi-
tonal sices werg capable of differemiianng the manaise species
Mighii-gray sices in Tab O

A gobal amalysHs of the lecal datibms was caensd out by
adding thras Cytochrome b :equence from T sesepaieess and
Iwo seukdLoes Teoum D, v (6115 B Thealgnimant reavea led
wo podynocphic sie dstinpuehiog all manaes speces from
domasticspecien. Theso SNPs war e disciminacad by rstriction
sngyme digsstean with Banl ard Eco®V (Tab, O Two addi-
tonal site ware capabdk of differgnciaing part of the manaies
s 15 explainied furbes in tha tec (HEhe-gray sie o Tab.
Iy A& toel of Tour enzymes were denifed as eificiant in da-
tecring seven diagnoscic SMFs (Tab. 11

Analyziog the winual gel alectrophioeesis it was shaervad
that, by esing the enzpmes Banl and EcoRY, it e poesibls 1o
distinguith bsiween domestic species and manatees (Fig. 11
Todiscriminacg T lngals from T, s s, T saepaimels, and
2 dgewr wa used the ereyma HppCHSOL chae yiglded discinet
RFLF proiiles {Fig. 2). Inaddition, the mzyma Mwal ko diug-
nosed che manage spacias (Fig. 2). [T e impomant 1 smipha-
*ize thac this protocol B unable © difsteniac baween T
makanis ind T s pelesls ot the cytochrome b genc

The prezanr study minforcad b potantial s of opie-
crrome b pol ymarphisms o power il markars fof spade (daa-
tifcarion, @ pecnlly in wiinamoly sndangar & pecies, wich &
manatges, The daca provided Fengin shouwld te useful as con-
sevation toals fr combating predabory maniies huncing for
Ikgal migat trada,
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ABSTRACT. Belonging to the family Agoutidae, paca (Agouti paca) is the second largest rodent
in the Brazilian fauna. The meat quality and the strong tradition of hunting are contributing
factors to the decline in their populations throughout its distribution. Hunting, capturing and
trading of Agouti paca are strictly banned, however, raising and trading of the domestic
individual are permitted. In spite of the prohibition of hunting, there are no tools available to
identify paca meat in forensic tests. Here we describe a simple, fast and efficient way to
differentiate biological material of paca from those from domestic species commonly used as
food sources based on nucleotide mutations in the cytochrome b gene. We designed a pair of
degenerate primers capable on amplifying a standard fragment size of approximately 298bp for
all studied species. The amplification product contains a BsiEl digestion site only in Paca, that
show a specific profile with 237 + 61 bp. The identification of samples paca was possible in
100% of the analyzed material, demonstrating that the methodology proposed here is reliable,
fast, and can be used not only in forensic analysis.

KEY WORDS: Agouti paca; Cytochrome b; forensic markers; bushmeat
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INTRODUCTION

Poaching is an important factor in the decline and extinction of species in nature (Cullen
Jr. et al. 2000). The hunting of tropical wildlife has historically been conducted for subsistence
consumption and for local commerce. Nowadays, wild game is still a significant factor on the
declining of natural population due to the trade at regional and international scales (Eaton et al.
2009). There are many traditional uses for wildlife such as religion, pets and the meat due to its
exotic taste or as the single protein source for poor and isolated population. Over exploitation of
wild population can be the major cause of local extinction and depends on it extension, it should
cause global extinction (Alacs et al. 2009).

Despite the existence of legislation and treaties governing the wildlife trading, such as
the Convention on the International Trade of Endangered Species (CITES), a common problem
in wildlife enforcement is the lack of a reliable method for identification of samples from
suspected illegal products, such skins and processed meat, once traditional identification
methods, like morphological analyses are not always viable. To improve the ability to detect,
monitor and control the wildlife and wildlife products traffic and consumption, accurate and
efficient methods of species identification based in DNA analysis should be required (Eaton et al.
20009).

The exploring of globally available database of DNA sequences from standardized gene
region, such as Cytochrome ¢ oxidase subunit | and Cytochrome b, has been proposed as a
important tool for species identification contributing to asses genetic diversity and monitoring the
legal and illegal trade in wildlife species and theirs products (Eaton et al. 2009; Ratnasingham
and Hebert 2007; Yan et al. 2005; Moore et al. 2003; Ross et al. 2003). Molecular markers such
as single nucleotide polymorphisms (SNPs) can be detected using the polymerase chain
reaction (PCR) followed by digestion with specific restriction enzymes (PCR/RFLP). The
application of this methodology at the cytochrome b mitochondrial gene has been extensively
used for species identification and processed meat products (e.g. sausages) (Meyer et al. 1995),
once it is an are reliable, sensitive and low cost method (Meyer 1994; Palo and Merild 2003;
Riddle et al. 2003; Yan et al. 2005; Wolf et al. 2000). Malisa et al. (2006) described a protocol
based PCR/RFLP from a cytochrome b gene fragment that was useful on the identification of 10

wild African species directly affected by illegal hunting. Belonging to the family Agoutidae,
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paca(Agouti paca) is the second largest rodent in the Brazilian fauna. It occur from Mexico to
Argentina in various habitats such as forests, grasslands and cultivated areas (Nowak 1999).
The meat quality and the strong tradition of hunting are contributing factors to the decline
in their populations throughout its distribution (Freitas and Silva 2005).
At this paper we show the development of a molecular tool for simple, fast and efficient
identification of nucleotide mutations in the Cytochrome b gene, capable on differentiating
biological material from paca from those of domestic species commonly used as food sources in

the neotropics.

MATERIALS AND METHODS
In silico analyses

Partial Cytochrome b sequences from Agouti paca and complete sequences from four
domestic species (Bos indicus, Capra hircus, Sus scrofa and Ovis aries) was retrieved from
GenBank in FASTA format. A local database was created using that sequences and additional
sequences from domestic species, thereby allowing further comparisons.

Nucleotide similarities were identified using Sequencher 4.8 (Gene Codes). Sequence
alignments were performed using Clustal W (BioEdit 6.0.7) (Hall 1999) and minor adjustments
were performed by eye. Nucleotide polymorphisms and restriction enzyme sites were found
using the Cleaver (Jarman 2006). Degenerate primers capable on amplifying a homolog

fragment in all species were designed using Gene Runner 3.0.5 (Hastings Software Inc.).
PCR and RFLP analyses

DNA was isolated from 22 muscle samples following the manufacturer protocol of the
Qiamp Blood and Tissue Kit (Qiagem Inc.). Tissue samples were collected from the Wild
Animals Facilities from Animal Science Department UNESP / Jaboticabal (SP - Brazil) (n:10)
and from the Minas Gerais Federal Institute campus Bambui (MG — Brazil) (n:11). Samples from
domestic animals were obtained at the public market (Olinda-Brazil / PE) and from University
Federal Rural of Pernambuco (Brazil / PE). DNA samples were quantified in 1% agarose gel
stained with Gel Red (Biotium, Hayward, CA, USA). PCR amplification was carried out in a final
volume of 20yl reaction using a pair of degenerate primers (Forw
5'CTYCCHRCYCCMTCHAAYAT3' and Rev 5’GDAGRABKAYKCCRATRTTTC3'). PCR reaction
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contained 1X buffer (LGC, Rio de Janeiro, Brazil), 2.5 mM MgCI2, 2 mM of each dNTP, 20 pM/pl
of each primer, 1 U Tag DNA Polymerase (LGC), and 50ng of DNA. The thermal profile included
an initial denaturation step of 95 °C for 2 min, followed by 40 cycles of 92 °C for 2 min, 61 °C for
2 min, and 72 °C for 1.5 min. A final extension step of 72 °C for 10 min concluded the profile.
Amplicons were digested with 2U of BsiEl, according to the manufacturer's protocol.

Digestion products were analyzed by electrophoresis on 2% agarose gel stained with Gel Red.

RESULTS

Twenty four partial sequences of A. paca were obtained from GenBank but only eight
were polymorphic (AY206551, AY206552, AY206557, AY206563 AY206566, AY206567,
AY206572, AY206573). All of the sequences had 395bp in average. Complete sequences
(~1,200bp) of each domestic species (EF061244, DQ903227, D84205, EU350133, AB376964)
were retrieved and aligned. Complete sequences were trimmed aiming to align with fragments of
395bp from A. paca.

The set of primers designed provided satisfactory results in the PCR reaction generating
a standard fragment size of approximately 298bp for A. paca and all of the domestic species.
The fragment contains the BsiEl digestion site in position 294 only for A. paca related to a
substitution of adenine (domestic sequences) by cytosine (paca sequences) in restriction site.
After digestion, a clear band of 237bp could be saw in 2% agarose gel in all samples from A.
paca (Fig. 3.1). The lower band was not able to see in the gel. The digestion with this enzyme

was not complete.

DNA Ladder 100pb (BioLabs)

Figure 3.1. Gel electrophoresis of Cytochrome b PCR / RFLP profiles for the four domestic
species (L1-L4) and for Agouti paca (L5).Using DNA Ladder 100pb (BioLabs).Samples L1- L4
are respectively Bos indicus, Capra hircus, Sus scrofa and Ovis aries, respectively (~298 bp);
L5= Sample of Agouti paca not digested with BsiEl enzyme. L6 = A. paca partially digested with
BsiEl enzyme (237+61bp).
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DISCUSSION

At the present paper we described a simple and reliable protocol for identification of
biological material from A. paca and its differentiation from samples of four domestic animals
commonly used as food source in the neotropics (Bos indicus, Sus scrofa, Ovis aries e Capra
hircus) Nowadays, the illegal hunting of Agouti paca for meat consumption in Brazil is lesser only
than those impetrated against the armadillo (Dasypus novemcinctus) (Freitas and Silva 2005),
and this should be an important factor on the reducing local and global populations of this
species, considered the second largest rodent in South America.

Mitochondrial DNA (mtDNA) is usually choose for molecular species identification
protocols due to the easiness of use in degraded or processed samples, when compared with
nuclear DNA (nDNA), mainly because mtDNA are present in multiple copies per cell and nDNA
have only one, compared to one copy of nDNA from each parent (Dawnay et al. 2007). In
addition, mtDNA have maternal inheritance, lack recombination and high mutation rate,
increasing the likelihood of discrimination between species (Malisa et al. 2006). Cytochrome b
gene has been chosen for molecular identification of many vertebrate species impacted by
illegal trade like sharks (Kumar et al. 2007), seals (Malik et al 1997), marine turtles (Moore et al.
2003), snakes (Yau et al. 2002) and felids (Prado et al. 2002; Verma and Singh 2003; Wan and
Fang 2003; Ronaghi et.al 1998).

To discriminate meat products of the species examined at a level of certainty that will
hold up in a court of law, one has to be certain that the probability of misassignment is extremely
low, and then it is important to study the largest possible number of samples to assure that all

possible variants of each species have been accounted for (Malisa et al. 2006).

CONCLUSIONS

The present study reinforced the potential use of Cytochrome b polymorphisms as
powerful marker for species identification, especially in endangered species. The data provided
herein should be useful as conservation tools for combating predatory Agouti paca hunting for
illegal meat trade. With minimal efforts and simple PCR/RFLP protocols, cytochrome b
sequences can be obtained of bushmeat and wildlife products. We supply a molecular tool to

improve the bushmeat monitoring and investigation of origin of wildlife products.
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All tables are to be numbered using Arabic numerals. Tables should always be cited in text in
consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference
at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the
quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS
Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps.

Line Art
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are
legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
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Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of
1200 dpi.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Hajftone Art

»

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still
be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and
white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary
distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3 mm (8—
12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an
axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).
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If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "A1, A2, A3, etc."
Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include
the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold
type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end
of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as
coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference
citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher
than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher
than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any
costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please
make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a
text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users
would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Submission
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Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names;
affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very
long download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex
can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as
a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation

(Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “‘ESM_3.mpg”, “‘ESM_4.pdf".

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the
file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any
conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary
files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material Video files do
not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to
seizures caused by such effects are not put at risk)

After acceptance
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Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at
Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate
whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color. Once the Author
Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the
proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and
access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article
receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made available
publicly through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer Open Choice
cannot be ordered for published articles.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, they agree to the Springer Open Choice Licence.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.
Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will
be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor. After
online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be
hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first

publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited
by issue and page numbers.
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