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Resumo
O comércio ilegal de animais movimenta bilhdes de ddlares por ano, retirando no Brasil cerca
de 38 milhdes de espécies anualmente. A perda de biodiversidade causada pelo trafico causa
sérios danos aos ecossistemas. A caga, para subsisténcia e o comércio, ¢ a segunda maior
ameaca para a fauna silvestre, perdendo apenas para a degradagao e a fragmentagao de habitats.
No Brasil, as aves sdo o grupo que sofrem maior a pressdo do trafico, chegando a 82% dos
animais comercializados ilegalmente. As ordens mais traficadas de aves sdo a dos
Passariformes e Psittaciformes. A demanda por psitacideos vem do desejo de té-lo como animal
doméstico, devido a sua beleza e capacidade de imitar a fala humana. Devido a sua raridade e
grande porte, o preco desses animais pode ser elevado, o que gera uma forte demanda do trafico.
A lei de crimes ambientais do Brasil (Iei 9.605/98) caracterizou como crime o uso da fauna
silvestre, assim como seu ambito penal. No ato da apreensdo nem sempre € possivel a
identificacdo por meio da morfologia do animal, principalmente dos psitacideos, que muito
frequentemente sdo coletados quando filhotes ou embrides (ovos). Por isso, o desenvolvimento
de marcadores moleculares ¢ essencial para auxiliar na identificacdo desses individuos. Neste
trabalho foram desenhados e testados oito pares de primer para a identificacao especifica do
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva). Esse € o psitacideo mais traficado do Brasil e com
crescente preocupagdo de conservagao (classificacdo a lista vermelha: Quase Ameacgado). Sete
pares de primer apresentaram especificidade dentro da familia Psittacidae (género Pionus e
Amazona), enquanto trés pares de primer amplificaram apenas na espécie alvo. Analises in
silico demonstraram uma possivel amplificacdo de varios pares de primer em espécies do
complexo Amazona aestival Amazona ochrocephala, cuja a Ginica espécie ocorrente no Brasil ¢
a Amazona ochrocephala. A tecnologia apresentada no trabalho tem potencial para uso na area
forense, auxiliando na consolida¢do da prova pericial e na correta penaliza¢do do autor do dano

ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Amazona aestiva, Genética forense, PCR, Marcadores Moleculares, Psitacideos.



Abstract
The illegal wildlife trade moves billions of dollars per year, removing from Brazilian natural
habitats about 38 million species annually. The loss of biodiversity caused by trafficking causes
serious damage to ecosystems. The main threat to wildlife is habitat degradation and
fragmentation, followed by hunting for subsistence and trade. In Brazil, birds are the group that
suffer the greatest pressure from trafficking, reaching 82% of animals illegally traded. The most
trafficked orders of birds are Passariformes and Psittaciformes. The demand for parrots comes
from the desire to have it as a domestic animal, due to its beauty and ability to imitate human
speech. Due to their rarity and large size, the price of these animals can be high, which generates
a strong demand from the traffic. The Brazilian environmental crimes law (law 9,605/98)
characterized the use of wild fauna as a crime. In the act of apprehension, it is not always
possible to identify the species using animal's morphology, especially parrots, which are often
collected when they are nestlings or (eggs). Therefore, the development of molecular markers
is essential to help identify these individuals. In this work, eight sets of primers were designed
and tested for the specific identification of the Blue-fronted Parrot (Amazona aestiva). This is
the most trafficked parrot in Brazil and with growing conservation concern (red list
classification: Almost Threatened). Seven sets showed specificity within the Psittacidae family
(genus Pionus and Amazona), while three sets amplified only in the target species. In silico
analyzes demonstrated a possible amplification of several pair of primers in species of the
Amazona aestiva/Amazona ochrocephala complex, whose only species occurring in Brazil is
Amazona ochrocephala. The technology presented in the work has potential for use in the
forensic area, helping to consolidate the expert evidence and correctly penalize the author of

the environmental damage.

KEYWORDS: Amazona aestiva, Forensic genetics, PCR, Molecular Markers, Parrots.
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1. INTRODUCAO

1.1. Trafico de animais silvestres

O Brasil € o pais com maior biodiversidade do mundo, possuindo mais de 20% das
espécies da Terra. A conservacao da biodiversidade ¢ essencial para a manutengao das fungdes
ecologicas desempenhadas no ecossistema, a deficiéncia dessas fungdes providas pelo
desequilibrio ecoldgico causa escassez na disponibilidade de recursos naturais, tais como a
agua, o alimento e os medicamentos (Brasil 2020). Dentre as principais causas da perda de
biodiversidade estdo a degradagdo e a fragmentacao de ambientes naturais, a introducao de
espécies exoticas, a caca e o comércio ilegal (Tabarelli et al. 2005, Destro et al. 2012, Brasil

2020).

O comércio ilegal de animais silvestres movimenta cerca de vinte bilhdes de dolares por
ano no mundo, perdendo nesse quesito de ilegalidade apenas para o trafico de drogas (Brasil
1998). Esse valor ¢ subestimado, visto que a metodologia de vigilancia do comércio ilegal de
animais € bem precaria em vista ao do trafico de drogas. No Brasil computa-se que esse valor

seja de 1 bilhdo de dodlares por ano (Renctas 2002).

A legislagdo ambiental brasileira cita em seu artigo n° 225 o direito a um meio ambiente
ecologicamente equilibrado, prevendo penalizacdo do gerador do dano ambiental nas esferas
administrativa, civil e criminal. A lei de Crimes Ambientais de 1998 (lei 9.605/98) foi outro
marco importante no ambito legislativo para a conservacdo da biodiversidade, nela sdo
definidas as condutas prejudiciais a0 meio ambiente e a penalizagao para as mesmas. O artigo
n° 29 dessa lei define como crime contra fauna: “matar, perseguir, cagar, apanhar, utilizar
espécimes da fauna silvestre, nativos ou em rota migratdria, sem a devida permissao, licenga
ou autorizagdo da autoridade competente”. Doravante, a pena ¢ detengdo de seis meses a um
ano ¢ multa caso a espécie possua algum grau de ameaga de extingdao a pena ¢ aumentada de
metade. A lei também prevé em seu artigo n° 19, a necessidade da prova pericial, sendo
necessario verificar por meio de exame pericial a apura¢ao do possivel dano ambiental (Brasil
1998). Além do mais, o Brasil ¢ signatario da Convengdo Internacional sobre o Comércio de
Espécies da Fauna e Flora Ameagadas de Extingdo (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora - CITES), instaurada no Brasil pelo Decreto N°
3.607 (BRASIL 2000).
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Chagas et al. (2015b) em um estudo sobre a caca e a pesca ilegal no Brasil, observou
que entre as carcacas de animais abatidos, 63,7% eram mamiferos e 30,3% eram aves. Dessas
carcacas de aves, 98,3% nao foram identificadas. Segundo a Rede Nacional de Combate ao
Trafico de Animais Silvestres (Renctas), o grupo taxondmico mais traficado no Brasil sdo as
aves (82%), seguido pelos répteis (3%) e mamiferos (1%), dentre as familias mais apreendidas
estava a Thraupidae (antiga Emberezidae) (40%), Columbidae (12%) e Psittacidae (4%)
(Renctas 2002). Em um levantamento no Estado de Goias entre 1997-2005 foi verificado que
94% das aves apreendidas era das ordens Passariformes e Psittaciformes (Bastos et al. 2008).
O estudo de Destro ef al. (2012), revelou que 44 mil aves sdo recebidas por ano em Centros de
triagem de Animais Silvestres (Cetas) do Brasil. Outro trabalho com varios Cetas durante os
anos de 2008 a 2010, mostrou que 67,7% (158.820 individuos) dos animais recebidos foram
provenientes de acao fiscalizatdria realizadas pela policia militar e também da policia do meio
ambiente que expuseram uma intensa pressao do trafico de animais silvestres no Brasil. Esse
estudo também revelou que 86% do total da fauna recebida por essas entidades eram aves,
incluindo 28 ordens, 70 familias e 574 espécies, as ordens mais recebidas foram a dos

Passariformes (80,4%) e Psittaciformes (10%) (Vilela 2012).

A América do Sul é o continente com maior biodiversidade de aves, sendo algumas
residentes e outras visitantes, ultrapassando a quantidade de 2.900 espécies (Sick 1997). O
Brasil possui aproximadamente 1.901 espécies aves, mais de 60% das espécies do continente,
sendo 10% dessas endémicas (Marini & Garcia 2005, CBRO 2014). De acordo com a lista
vermelha do Ministério do Meio Ambiente (MMA) de 2018 (ICMBIO 2018), existem 236
espécies de aves ameacadas de extingdo no Brasil. Essa lista vem aumentando ao longo dos
anos, evidenciando que as politicas adotadas para a conservagao tém sido pouco eficientes. As
principais causas que ameagam as aves sao o desmatamento, a fragmentacao de habitat, bem

como as queimadas e a captura de animais da natureza.

Apesar dos esforcos legislativos, um dos fatores que influencia o trafico de animais
silvestres ¢ a impunidade e o alto retorno financeiro ¢ acompanhado pelas baixas chances de
apreensao. Quando o crime ambiental ¢ detectado, as penalidades sdo geralmente leves e
raramente a pena ¢ proporcional ao possivel ganho financeiro do trafico (Yi-Ming 2000).
Portanto, a aplicagdo da acdo corretiva na esfera criminal necessita de uma forte evidéncia
culpavel, especialmente quando a identificagdo da espécie ndao ¢ possivel mediante a

caracteristicas morfoldgicas.
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1.2. Psitacideos e o cenario atual de conservacao

Os psitacideos sdo formados pelas espécies da familia Psittacidae, sendo constituido
pelas araras, papagaios, periquitos, jandaias, maracanas, tuins, agapornis, etc. As espécies desse
grupo tém como caracteristicas morfologicas: a cabeca larga e robusta, bico forte, alto e curvo
(especializado em quebrar e descascar sementes) e musculatura da mandibula e da lingua muito

desenvolvidas (Guedes 2015).

Os psitacideos desempenham um importante papel na integridade e resiliéncia do
ecossistema por meio das suas interacdes ecoldgicas com as plantas que consomem, tal
mutualismo entre os psitacideos e a plantas, pode contribuir para a memoria e recuperacao do

ecossistema, inclusive em casos onde o ambiente sofreu degradagdo (Blanco et al. 2015).

A familia Psittacidae possui 88 géneros e cerca de 395 espécies. O Brasil ¢ pais com
maior diversidade desse grupo, possuindo cerca de 88 espécies distribuidas em 25 géneros
(IUCN 2021, Birdlife International 2021). Dezessete espécies brasileiras estdo classificadas na
lista vermelha de ameaga de extingdo acima da categoria “Near Threatenet/Quase Ameagado”
(NT) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA) de 2014. Na
lista vermelha da Unido Internacional pela Conservacao da Natureza (International Union for
Conservation of Nature — IUCN), 25 espécies tém grau de ameaca acima de NT e 14 possuem

o grau de ameaga NT.

Segundo a IUCN (2021), a principal ameaga a conservacao dos psitacideos € a caga
ilegal, tendo 147 espécies listadas como alvos intencionais do trafico de animais no mundo. No
Brasil, cerca de 37,5% dos psitacideos sofrem pressdo da cacga ilegal. Tal demanda estd
relacionada ao desejo de ter um psitacideo como animal de estimacao, motivado pela vistosa
coloragdo e facil adaptacao desse grupo ao cativeiro, além disto, a habilidade de imitar a voz

humana tornaram essas aves populares entre os criadores (Schunck ef al. 2011).

Na Austrélia, um estudo de revisdo sobre o comércio ilegal da fauna, relatou que em
20% dos casos de trafico ndo foi possivel a identificacdo da espécie, sendo grande parte de
casos relacionado ao comércio ilegal de ovos de aves (Alacs & Georges 2008). Pimentel &
Santos (2009) observaram que entre os anos 1996 e 2003 no Estado da Bahia, houve 468
espécimes nao identificados, sendo que 83,9% dos animais desse estudo eram da classe Aves.
Nos dados de Vilela (2012), 290 espécimes encaminhados a diversos Cetas no Brasil foram

classificados apenas quanto a ordem Psitaciforme e 74 quanto ao género Amazona.
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A maioria dos psitacideos sdo retirados de seus habitats quando sdo embrides (ovos) ou
filhotes. Ademais, isto ocorre devido ao facil manejo em cativeiro e facilidade de transporte. O
comércio local desses animais muitas vezes ultrapassa o salario mensal do coletor, o que torna
a agao do trafico regular (Schunck et al. 2011). O fato de os individuos serem retirados antes
da fase adulta dificulta a identificagdo morfolégica quanto a espécie, sendo necessario o uso de
técnicas moleculares para definir a espécie, e consequentemente, a acdo corretiva ao

comerciante ilegal.

1.3. Marcadores moleculares

O uso de tecnologias moleculares possui grande relevancia para a forense animal,
auxiliando na identificacdo de espécies, na definicdo da origem geografica e na verificagdo do
sexo e paternidade. Os Marcadores moleculares presentes no acido desoxirribonucleico (DNA)
sdo excelentes na identificacdo de espécies, uma vez que, os marcadores morfologicos estao
ausentes em certas amostras (ovos, filhotes, etc.). Além disto, 0 DNA ¢ facilmente extraido de
amostras degradadas. O DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ mais utilizado na identificacdo de
espécies em comparacao com o DNA nuclear, visto que a extragdo em amostras degradadas ou
escassas € mais acessivel, isto € possivel porque o mtDNA estd presente em multiplas copias
por célula, diferentemente do DNA nuclear que possui uma copia por célula (Alacs et al. 2010).
Ademais, o mtDNA nao passa por recombinagdo genética e apresentam altas taxas de mutagao,

tais caracteristicas facilitam na diferenciag¢ao das espécies (Linacre & Tobe 2011).

Os grandes vertebrados possuem o genoma mitocondrial em forma circular, tendo
geralmente trinta genes relacionados a funcdo de respiragao celular da mitocondria. Dentre
esses genes, vinte e dois produzem acidos ribonucleicos transportadores (tRNA), dois
codificam &cidos ribonucleicos ribossomicos (rRNA) e treze codificam proteinas relacionadas
ao processo de fosforilagdo oxidativa. Além desses genes, a mitocondria possui uma regiao
nao-codificante conhecida como regiao controle ou D-/oop (CR “Control Region™), regido onde
esta a origem de replicacao da fita pesada (H-strand). A CR apresenta grande variagdo em sua

sequéncia de DNA em comparacdo a espécies proximas (Linacre & Tobe 2013).

Em 2003 um grupo de pesquisadores propuseram a criacdo de um cddigo de barras
universal do DNA, denominado DNA Barcode (codigo de barras de DNA). O fragmento
selecionado possui 650 pares de bases (pb) e esta presente no gene mitocondrial citocromo
oxidase I (COI) (Hebert et al. 2003). Segundo os pesquisadores, esse marcador molecular seria

o suficiente para identificar a maioria dos taxons. Para armazenar e analisar essas sequéncias,
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foram criadas uma bancada de informatica com um banco de dados e ferramentas de anélise e
publicagdo. Esse sistema ¢ denominado DNA Barcode of Life Data System (BOLD)
(Ratnasingham e Hebert et al. 2007).

Virias regides do mtDNA ja foram usados em estudos filogenéticos de aves, como os
genes do citocromo B (CYTB) (Lee et al. 2008, Boonseub et al. 2009), citocromo oxidase I
(COI) (Kerr et al. 2007, Chaves et al. 2008), 12S (Karabasanavar et al. 2010) e da subunidade
2 da desidrogenase nicotinamida adenina dinucleotideo (ND2) (Queiroz-Filho 2008, Boonseub
et al. 2009). Outros estudos mesclam esses genes com outras regides mitocondriais para
inferirem as relacdes filogenéticas dentre as regides usadas estdo a da CR, as sintases de
trifosfato de adenosina 6 (ATP6) e 8 (ATP8) e os genes ribossomais 12S e 16S. (Tavares 2005,
Oliveira-Marques 2006).

Virias abordagens em diversos genes mitocondriais (125, 16S, COI e CYTB) foram
usadas na identificacdo de aves, utilizando amostras do corpo (Sanches et al. 2012) e ovos
apreendidos no Brasil (De carvalho 2012, Gongalves et al. 2015, Formentdao 2019) e na
Australia (Coghlan 2012). A estratégia usada nesses trabalhos € a aplicagdo da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) por meio de primers (ou iniciadores) universais, seguida por

sequenciamento do fragmento e comparagdo com outras sequéncias em banco de dados.

A PCR associada com o “Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao”
(PCR-RFLP) também ¢ usada como método de identificacdo. Essa técnica consiste na
amplificacdo de um fragmento comum seguida pela digestdo por uma ou mais enzimas de

restri¢do espécie-especifica (Branciari 2000).

Outra abordagem usada na identificagdo de espécie ¢ a PCR usando primers espécie-
especificos, pois essa técnica proporciona uma série de vantagens como reducio do tempo e
custo (devido a auséncia da etapa de sequenciamento). Outrossim, varias espécies podem ser
identificadas a0 mesmo tempo, por meio de uma PCR multiplex. Em virtude disto, amostras
mistas (com DNA de varias espécies) podem ser identificadas e amostras degradadas sdo mais

viaveis (Linacre 2013).

1.4. Primers espécie-especificos
A identificacdo de espécies por meio da PCR com primers espécie-especificos € um
excelente método para teste de “rotina”, pois € de facil execucdo, rapido, evita-se o tempo e

custo do sequenciamento e pode discriminar varias espécies em uma reacao de PCR multiplex
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(Linacre e Tobe 2013). Além do mais, ¢ possivel discriminar o DNA da espécie alvo em uma
amostra com DNA de outras espécies, por exemplo, em um criadouro ilegal onde os individuos

ja foram retirados, sobrando apenas vestigios.

Virios fatores podem influenciar na padronizagdo da PCR, como pequenas alteragdes
fisico-quimicas, alteracao da temperatura de anelamento ou aumento na concentracgao de cloreto
de magnésio (MgCly) pode resultar em auséncia de amplificacdo ou em amplificagao
inespecifica. Além desses fatores relacionados aos reagentes e termociclador, o desenho dos
primers ¢ outro fator essencial para obter o fragmento alvo, tal desenho pode também delimitar
a especificidade de anelamento e da extensdao da PCR no DNA molde. A estratégia usada na
identificagdo por primers espécie-especificos, ¢ estabelecer uma compatibilidade do par de
primer com o DNA molde da espécie alvo, enquanto nas espécies ndo-alvo ¢ necessario
estabelecer uma incompatibilidade. Essa incompatibilidade ¢ alcangada com erros de
anelamento entre o nucleotideo do primer e o nucleotideo do DNA molde. O erro ¢ comumente

chamado na literatura de mismatch (tradugao direta “incompatibilidade’; plural mismatches).

Alguns trabalhos para detectar polimorfismos relacionados a doencas pelo método de
Mutagdo Refrataria de Amplificagdo-Reacdo em Cadeia da Polimerase (ARMS-PCR -
Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction), padronizaram primers
com apenas um mismatch na ultima base nucleotidica da extremidade 3°, sendo que,
mismatches adicionais proximas a extremidade 3° aumentaram a especificidade da reacdo
(Newton ef al.1989). Em um estudo semelhante foi observado que mismatches no penultimo
nucleotideo do primer também apresentava especificidade, além disso, mismatches na terceira
e quarta base nucleotidica da extremidade 3’ apresentava especificidade em certas
concentracdes de MgCl, (Sarkar et al. 1990). Outros estudos sobre o efeito de mismatches na
eficiéncia da PCR, mostraram que as bases adenina (A), citosina (C) e guanina (G) na
extremidade 3' do primer combinadas com qualquer mismatch adicional nas trés bases seguintes
da extremidade 3' diminuem o produto da PCR (Kwok ef al. 1990). Em um trabalho sobre
efeitos na variagdo das bases do primer na PCR quantitativa, a média do valor de C; (cycle
threshold) foi maior em primers com dois ou trés mismatches nas ultimas quatro bases. Por
conseguinte, o C; também o aumentou com dois mismatches (fora das ultimas cinco bases) no
restante do primer, esse aumento foi ainda maior quando adicionado mais mismatches no par
de primer (Whiley & Sloots 2005). Essa caracteristica de composi¢cdo nucleotidica na
extremidade 3’ do primer e a especificidade da amplificacao, foram importantes em estudos

posteriores de primers espécie-especificos. O mismatch mais estudado na literatura ¢ o da
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ultima base do primer, a Tabela 1 mostra um resumo da influéncia desse na inespecificidade da

PCR.

Tabela 1 — Influéncia do mismatch na inespecificidade da PCR

Ultima base 3' do primer
A C G T

. A Forte'*** Fraca'?® | Forte'? —

Ultima . 5 e
base 3' do C Forte Forte — Razoavel

DNA G Forte!? — Fraca!  Fraca'?
molde i .
T — Razoavel> Forte* Razoavel?**
I Kwok et al. 1990; ? Stadhouders et al. 2010; > Newton ef al. 1989; # Sarkar et al. 1990.
T (timina)

Esse método de identifica¢do tem sido usado para averiguar alimentos de origem animal
como queijo, carnes (ruminantes, peixes, aves e suina), leite, etc (Bottero ef al. 2002, Dalmasso
et al. 2004, Santos et al. 2012, Bottero & Dalmasso, 2011). No encalgo de um trabalho forense
com tigres em risco de extingdo, primers espécie-especificos foram desenhados e obtiveram
boa especificidade identificagdo das subespécies (Wan & Fang 2003). Palomares et al. (2002)
ante a uma pesquisa para determinar a presenga ¢ distribui¢do de uma espécie de lince-ibérico
em risco de extingao, desenhou primers espécie-especificos para as regides mitocondriais CR
e CYTB, o método foi testado em amostras escassas de DNA (fezes) que se mostraram eficazes.
Uma abordagem semelhante foi feita com serpentes indianas em risco de exting¢do, utilizando
um ensaio de PCR multiplex visando o gene 16S (Dubey 2009). Alguns trabalhos no Brasil tém
desenvolvido primers para identificar espécies de interesse forense com foco em espécies

peixes (Chagas 2015a) e tamanduas (Queiroz 2017).

O comércio ilegal da fauna silvestre ¢ uma das principais causas da perda de
biodiversidade nos ecossistemas brasileiros. O grupo taxondmico mais atingido no Brasil sdo
as aves, correspondendo a mais de 80% da fauna traficada. As ordens mais atingidas sdo a dos
Passariformes, Columbiformes e Psittaciformes. Dentre esses grupos os psitacideos se
destacam na demanda pelo trafico, pois apresentam prego elevado no mercado em razdo a sua
raridade e dificuldade de transporte devido ao seu tamanho, por isso, eles frequentemente sao
capturados de forma precoce (ovos e filhotes). No ambito da fiscaliza¢do, apos uma apreensao
os animais sdo identificados com base na sua morfologia, entretanto, nem sempre esse método

¢ satisfatorio, pois em muitos casos, a prova apreendida sdo filhotes, ovos, penas e partes do
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corpo indistinguiveis olho nu quanto a espécie. Além do mais, hd uma demanda nos laboratorios
forense por técnicas de baixo custo, répidas e de facil execug¢do. Nesse aspecto, novas
estratégias de identificagdo usando métodos da biologia molecular podem ser de grande ajuda

na distingao das espécies e na conclusao do laudo pericial.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Este projeto tem como objetivo desenvolver marcadores moleculares genéticos para a

identificacdo de espécies de aves da familia Psittacidae alvos do comércio ilegal no Brasil.

2.2. Objetivos Especificos
1. Caracterizar a pressao do comércio ilegal nas aves da familia Psittacidae e definir

as espécies prioritarias para o desenvolvimento de marcadores moleculares.

ii.  Fazer levantamento das sequéncias mitocondriais de psitacideos mais traficados da
fauna silvestre brasileira

iii.  Construir um banco de DNA de aves para uso na etapa de padronizagdo dos
marcadores e em futuros projetos de biodiversidade e biotecnologia.

iv.  Avaliar o método de identificacao por PCR usando primers espécie-especificos.

v.  Analisar a especificidade molecular dos primers desenhados

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracteriza¢ido da pressido do trafico e sequéncias mitocondriais

Para medir essa pressdo, foram utilizados os dados da literatura sobre apreensdes que
chegaram nos Cetas do Brasil entre 2008 a 2010 (Cetas-Brasil) (Vilela 2012), de recebimento
total de apreensoes e entregas voluntarias pelo Cetas de Belo Horizonte entre 2008 a 2012
(Cetas-BH) (Freitas 2014). Foram verificadas a situagcao de conservagao das espécies pela lista
do Ministério do Meio Ambiente (ICMBIO 2018) e através da lista vermelha da IUCN (2021).
O preco de venda dos animais no mercado legal foi pesquisado na internet em janeiro de 2020.
Com base na analise desses dados, o Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) foi selecionado

como espécie prioritaria para o desenvolvimento dos marcadores.
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O levantamento de dados gendmicos mitocondriais existentes foi feito em buscas no
banco de dados das plataformas GenBank® e BOLD. Apenas as espécies no topo da lista de

pressao do trafico foram buscadas.

3.2. Amostras e extracio de DNA

As amostras usadas na extracdo de DNA, foram cedidas pelo Cetas-BH por meio da
carcaga do animal ou de sangue em EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético). Para a criagao
do banco de DNA, varias espécies de aves foram coletadas apenas carcagas (dois por espécie)
quando disponivel. Ja nos psitacideos, foram coletadas tanto carcagas quanto as amostras de
sangue dos individuos vivos mantidos em cativeiro. Ademais, foram extraidos parte do musculo
das carcacas, sendo este conservado em etanol 70%. O restante da carcaca e as amostras de

sangue em EDTA foram conservados em -20°C.

Para a extracdo de DNA do musculo foi utilizado aproximadamente 02 (dois) gramas
de tecido usando o método de proteinase K e fenolcloroférmio (adaptado de Sambrook et al.
1989). Na extracdo de DNA das amostras de sangue em EDTA foi utilizado o kit GTS
(Phoneutria). Apés a coleta, foram realizadas extragdes de DNA dos espécimes e as extragdes

bem sucedidas, foram posteriormente fracionadas, precipitadas e armazenadas em -4°C.

3.3. Desenho dos primers

Os primers foram desenhados manualmente por meio da andlise do alinhamento das
sequéncias mitocondriais no software Mega X (Kumar ef al. 2018). Foi feito um alinhamento
para cada sequéncia génica e para a regido controle, sendo que foram inseridas no alinhamento,
além da Amazona aestiva, quatro sequéncias completas de DNA mitocondrial de psitacideos
(Aratinga solstitiaslis, Primolius macarana, Psittacara leucophthalmus e Ara ararauna).
Ainda foram adicionadas outras sequéncias de aves com alta similaridade com o seguimento
alvo, para encontra-las. Além disto, foi feito uma busca pelo programa online Nucleotide Blast

(BLASTn) (Altschul 1990).

Os desenhos dos primers seguiram os seguintes critérios, quando possivel: tamanho
entre 15 a 26 bases nucleotidicas; alta divergéncia de bases com as demais sequéncias
(principalmente nas ultimas cinco bases da extremidade 3”); porcentagem de bases guanina-
citosina (GC%) entre 40-60%; temperatura de melting entre 45 e 63 °C e repeticdes de base
unica de abaixo de seis. Os trés ultimos citados foram avaliados pelo programa OligoCalc

(Kibbe 2007), que também avaliou o potencial de formacdo de hairpin, auto-



276
277
278
279

280
281
282
283
284
285

286
287
288
289
290
291
292
293
294

295
296
297
298
299
300
301
302

10

complementaridade na extremidade 3’ e potencial de auto-anelamento. Ap6s o desenho manual
dos primers, trinta pares foram selecionados. Se possiveis, dois pares por regido mitocondrial,
visando uma possivel amplificacdo em Nested (primers internos e externos). O tamanho do

fragmento de amplificagao foi ajustado para ficar entre 180 a 1000 pb.

Species/Abbry 2| x|l 22| |2l2] |x]2 = 2 | |2 = *lel2le =

1. Amazona_aestiva_(NC_033336.1:3951-4990) A AMMA T A A A
2. Ara_ararauna_(NC_029319.1:3953-4992) AABAT AAA
3. Primolius_maracana_(NC_029322.1:3962-5001) mARAT AAA
4. Pionus_maximiliani_(EF517657.1) AANNATAAA
5. Psittacara_leucophthalmus_(NC_041257.1:3955-4998)4 ABIA T A A A
6. Amazona_ochrocephala_(KM611467.1:5647-6686) A AMIAT AA A
7. Amazona_festiva_(HO270473.1) A Al A T A A A
8. Amazona_autumnalis_{AY194445.1) A ABAT AAA
$. Pionus_menstruus_(EF517644.1) AABAT AAA
10. Aratinga_solstitialis_(NC_026039.1:3955-4994) A ARNA T AAA
11. Pionites_leucogaster (NC_044184.1:3960-4999) BMANATAAA

Figura 1 - Alinhamento da sequéncia mltocondrlal do gene ND3 O Sentldo das sequenc1as €5’ para
3’. Destacado no retangulo preto esta a sequéncia do primer para a regido ND3, como pode ser visto,
ele possui 100% de similaridade com a espécie Amazona Ochrocephala. As colunas no alinhamento
marcadas com asterisco e sem cor de realce representam as bases que sdo similares em todas as espécies
representadas. O restante das bases do primer no alinhamento em destaque (sem o asterisco), apresentam
pelo menos 1 mismatch entre duas espécies da Figura.

3.4. Padronizacio da PCR e teste de especificidade

Todos os primers desenhados foram sintetizados pela empresa Macrogen (Seul, Coréia
do Sul). Os primers foram diluidos em tampao Tris-EDTA pH 8,0 (Phoneutria) a concentracao
de 50 pmol/ul para a solucao estoque. A padronizagdo da PCR foi feita com o pré-mix [VB
(phoneutria) e agua ultrapura (phoneutria). O termociclador usado foi o da marca Applied
Biosistems, modelo Veriti. A quantificacdo da amostra de DNA foi verificada no Qubit
(Thermo Fisher Scientific). A amplificagao foi confirmada por corrida eletroforética em gel de
agarose 1,5% com brometo de etidio em tampao TAE (Tris-Hidroximetil Aminometano, 4cido

acético, EDTA).

3.5. Analises moleculares de especificidade

A Analise Molecular in vitro (AMV) analisou a distribui¢ao de mismatches no primer
e a relacdo com a eficiéncia da PCR em espécies testadas in vitro. A Analise Molecular
Hipotética (AMH) analisou a distribui¢do de mismatches no primer e sua possivel relagdo com
aeficiéncia da PCR em espécies indisponiveis para o teste in vitro. A AMH foi feita em espécies
exodticas domésticas mais comuns € com as espécies com sequéncia de mtDNA mais similares
a Amazona aestiva. As espécies mais similares foram selecionadas depois de uma busca no

BLASTn com a sequéncia completa de cada regido mitocondrial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Pressao do trafico de psitacideos e sequéncias mitocondriais existentes

O delineamento das espécies de psitacideos mais visadas pelo trafico de animais,
segundo os dados de Vilela (2012) e Freitas (2014), listam treze espécies que variam no numero
de apreensodes anuais, entre 12 a 715 no Cetas-Brasil e de 6 € 394 no Cetas-BH (Tabela 2). O
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva), ficou em primeiro nas duas listas com apreensoes
totais de 2145 (Cetas-Brasil) e 1969 (Cetas-BH) espécimes. Das espécies listadas, 53%
pertencem a trés géneros: Amazona, Eupsittula e Pionus. O Cetas-BH diferiu do Cetas-Brasil
na classificagdo das demais espécies pela média anual, sendo a 2% 3* e 4* espécie mais
apreendida no Cetas-BH, a Psittacara leucophthalmus, Eupsittula aurea e a Pionus
maximiliani, respectivamente. Em dados mais recentes, as apreensdes de psitacideos no periodo
de 2015 a 2017 no Cetas-BH, a Amazona aestiva continua no topo da lista e houve aumento da
média anual de apreensdes. As demais espécies mais apreendidas, respectivamente, foram a
Psittacara leucophthalmus, Brotogeris chiriri, Eupsittula aurea, Amazona vinacea ¢ Pionus
maximiliani (Comunicagdo pessoal). Devido a forte pressdo do trafico, confirmada por esses
dados, e a crescente perda de habitat na espécie Amazona aestiva, a IUCN, atualizou a situagao
de conservagdo em agosto de 2019 para “quase ameagado (NT)”, e infere-se que a populacao

estd sofrendo um declinio continuo em uma taxa de 20-29% a cada trés geragcdes (IUCN 2021).

Apenas quatro espécies tinham sequenciamento completo da mitocondria (Tabela 3),
trés espécies possuiam algum grau de ameaca de extingdo pela lista do MMA (ICMBIO 2018)
ou pela I[UCN (2021), a espécie Amazona vinacea tem o grau mais severo de ameaca, sendo
classificada como “Vulneravel (VU)” pelo MMA e “Em perigo (END)” pela IUCN. A média
do preco dos animais legalizados via internet foi de R$ 2.689, sendo a espécie de menor valor
o Tuim (Forpus xanthopterygius) vendido em média por R$ 400, e a de maior valor, a Arara-
vermelha-grande vendida em média por R$ 6.200. Apesar do prego estipulado, a maioria dos
animais estavam em falta para a venda, assim o valor nesse periodo pode ser maior do que o

consultado.
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Tabela 2 — Caracterizagao das espécies de psitacideos alvos do comércio ilegal

oy Apreensodes g . -
Média S < A Média Recebimento Média
Espécie IUCN ~ MMA 4" Faixa(R§)2 Mitocondria  CETAS-Brasil | cETAS.BH(2008-  Anual
(2020) (2014) : sequenciada (2008-2010) .
Precos Vilela 2012) Freitas
Amazona aestiva NT LC 3600,00 3.500 - 4.500 sim 2145 715 1969 394
Eupsittula cactorum LC LC 700,00 600 - 800 nao 985 328 55 "
Psittacara leucophthalmus  LC LC 1683,00 1.100-2.750 sim 800 267 1166 233
Fopusi LC  LC 400,00 = néo 526 175 232 46
xanthopterygius
Eupsittula aurea LC LC 762,00 450-1.200 ndo 515 172 342 68
Amazona amazonica LC Ic 3300,00 2.300-4.500 nao 474 158 154 31
Brotogeris chiriri LC LC 1200,00 800- 1.200 néo 316 105 152 30
Ara ararauna LC LC 5450,00 3.800 - 6.500 sim 297 99 185 37
Pionus maximiliani LC LC 1500,00 500 - 1.600 ndo 21 70 265 53
Amazona vinacea END \} 3877,00 3.300-4.210 nao 90 30 96 19
Primolius maracana NT LC 2633,00 2.200- 3.200 sim 61 20 75 15
Ara chloropterus LC LC 6200,00 5300 - 7500 sim 49 16 30
Alipiopsitta xanthops ~ NT LC 2850,00 2.700 - 3000 ndo 37 12 32

Classificacdo do estado de conservagdo: LC (Pouco preocupante), END (Em perigo), NT (quase ameagada), VU
(vulneravel). 'A média foi estipulada por meio de consulta a sites legalizados em dezembro de 2019. 2 Faixa de
preco consultada em dezembro de 2019, a espécie Forpus xanthopteryglus foi encontrado apenas um valor.

As sequéncias encontradas no Genbank estdo representadas na Tabela 3, foram
encontradas apenas cinco mitocondrias completas na busca por sequéncias existentes. As
demais regides mais sequenciadas foram a 1285, 16S, COI, CYTB e ND2, porém, varias dessas
sequéncias foram apenas parcialmente. Apesar das varias sequéncias encontradas, no geral, a
informacdo do genoma mitocondrial dos psitacideos mais traficados do Brasil se encontra
escassa, com varias lacunas e sequéncias parcialmente sequenciadas. A auséncia dessa
informacao impde uma limitagdo na especificidade dos primers desenhados, aonde as
sequéncias ausentes nao entram no alinhamento do desenho dos primers, além disso, a criacao

de novos marcadores ¢ dificultada ja que € necessario fazer o sequenciamento.

Com base na andlise da pressao do trafico e disponibilidade das sequéncias
mitocondriais, os primers espécie-especificos foram desenhados visando a espécie Amazona
aestiva. Durante a busca por sequéncias similares no BLASTn para inser¢dao no alinhamento,
foram encontradas algumas espécies de psitacideos com mtDNA bem similar a Amazona
aestiva. As mais similares eram as espécies Amazona ochrocephala e Amazona barbadensis
(ambas com o genoma mitocondrial completo), essa Gltima ndo nativa da fauna brasileira. Ja o
Papagaio-campeiro (Amazona ochrocephala) é uma espécie nativa presente mais ao norte do
Brasil, além disso, essa espécie também ¢é protegida pela lei contra crimes ambientais, ndo

prejudicando o objetivo de identificagdo forense deste trabalho.
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Tabela 3 — Sequéncias mitocondriais existentes de psitacideos com alta pressiao de trafico.

tRNA tRNA tRNA tRNA tRNA tRNA tRNA

8ci 125 168 ND2 col  coll ATP8 ATP6 COIll ND3 cYTB ND6 CR
Especies Met Lys Gly Arg Thr Pro Glu
Amazona aestiva ' . ____________________________________________________________________________________________________|
Eupsittula cactorum | | |
Psitt I phthall |
Forpus xanthopterygius _ _
Eupsittula aurea . | ]

Amazona amazonica

Brotogeris chiriri I I | I I
Ara ararauna ' I EEEEEEEE——
Pionus maximiliani | — _ [

Amazona vinacea

Primolius maracana '

Ara chloropterus '

Alipiopsitta xanthops | | |

! Espécies com todo genoma mitocondrial sequenciado. CR: regido controle. As barras pretas sem intervalos
representam espécies com genoma completo da mitocondria, as barras pretas continuas representam regides
completamente sequenciadas, as barras em cinza representam regides parcialmente sequenciadas e as regides
realcadas com a mesma cor sdo adjacentes no DNA mitocondrial.

Figura 2 — Papagaio-verdadeiro (4mazona aestiva). Animal oriundo de soltura pelo Cetas-BH. Autor
da foto: Gerson Muzzi (via vidadecampobio).
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4.2. Banco de DNA de aves

Durante um periodo de dois meses amostras de aves (carcagas, tecido ou sangue) foram
recebidas do Cetas-BH com no maximo dois individuos por espécie, excluindo as espécies
presentes em projetos do laboratério. Foram coletadas amostras de trinta e oito espécies (Tabela
4) pertencentes a nove ordens de aves silvestres da fauna brasileira. As ordens mais presentes
eram a dos Passariformes com dezesseis espécies, e em seguida, a dos Psitaciformes com nove
espécies. Quatorze familias estavam presentes, sendo que as mais abundantes eram a Psittacidae
(nove espécies) e a Thraupidae (oito espécies). Um individuo prematuro de psitacideo

identificado pelo Cetas-BH como Amazona sp. também foi coletado.

Figﬁra 3 - Aves reebidas do Cetas-BH. Foto tirada no laboratério de Marcadores Moleculares de
UFMG de algumas das carcagas de aves cedidas pelo Cetas-BH (Autoria propria). A) Algumas das
espécies identificadas; B) Filhote de psitacideo indefinido (amostra 79), identificado como Amazona sp.

Tabela 4 — Espécies coletadas para o banco de DNA

Identificacio
Nome popular Ordem Familia Género Espécie das
amostras
Gavido-de-cauda-branca Accipitriformes  Accipitridae ~ Geranoaetus  albicadatus 123
Bacurau Caprimulgiformes Caprimulgidae Nyctidromus  albicallis 175
Siriema Cariamiformes Cariamidae Cariama cristata 169
Pombo-doméstico Columbiforme Columbidae  Columba livia 179
Asa-branca Columbiforme Columbidae  Patagioenas  picazura 83
Carcara Falconiforme Falconidae Carcara plancus 127
Gavido-quiri-quiri Falconiformes Falconidae Falco sparverius 164
Azuldo Passeriforme Fringilidae Cyanoloxia Brissonii 84
Pintassilgo Passeriforme Fringilidae Spinus magellanica 85
Andorinha Passeriforme Hirundinidae  Pygochelidon cyanoleuca 174
Péssaro-preto Passeriforme Icteridae Gnorimopsar  chopi 86
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Japu Passeriforme Icteridae Psarocolius decumanus 129
Tié-sangue Passeriforme Thraupidae Ramphocelus  bresilius 168
Bico-de-pimenta Passeriforme Thraupidae Saltator fuliginosis 97
Bico-de-veludo Passeriforme Thraupidae Schistochlamys ruficapillus 68
Canario-da-terra Passeriforme Thraupidae Sicalis flaveola 134
Curio Passeriforme Thraupidae Sporophila angolensis 1 61’ é;lZ ©
Patativa Passeriforme Thraupidae Sporophila plumbea 59
Bicudo Passeriforme Thraupidae Sporophila maximiliani 54-58
Coleirinho Passeriforme Thraupidae Sporophila caerulescens 265-269
Nei-nei Passeriforme Tyrannidae Megarynchus  pitangua 165
Bem-te-vi Passeriforme Tyrannidae Pitangus sulphuratus 131
Suiriri Passeriforme Tyrannidae Tyrannus melancholicus 166
Tucano-toco Piciforme Ramphastidae Ramphastos toco 8le 124
Papagaio-galego Psittaciformes Psittacidae Aliopsita xanthops 172
Papagaio-verdadeiro  Psittaciformes Psittacidae Amazona aestiva 128, 200-204
Arara-canindé Psittaciformes Psittacidae Ara ararauna 170 e 199
Periquito-do-encontro- Psittaciformes Psittacidae Brotogeris chiriri 80,93,190 ¢
amarelo 195
Periquito-rei Psittaciformes Psittacidae Eupsittula aurea 74,191 e 192
Maritaca Psittaciformes Psittacidae Psittacara leucophthalmus 75
Papagaio-de-Peito-roxo Psittaciformes Psittacidae Amazona vinacea 196 e 197
Papagaio-moleiro Psittaciformes Psittacidae Amazona farinosa 193 e 194
Maracana Psittaciformes Psittacidae Primolius maracana 198
Maitaca-verde Psittaciformes Psittacidae Pionus maximiliani 99
Indefinido Psittaciformes Psittacidae Amazona sp. 79
Coruja-orelhuda Strigiforme Strigidae Asio clamator 64
Coruja-buraqueira Strigiforme Strigidae Athene cunicularia 125
Caburé Strigiforme Strigidae Glaucidium brasilianum 126
Curuja-do-mato Strigiforme Strigidae Megascops choliba 82
Suindara Strigiforme Tytonidae Tyto furcata 130

4.3. Padronizac¢io da PCR

A maioria das amostras de tecido muscular apresentaram boa qualidade de extragdo

(Figura 4), essas foram alicotadas e armazenadas para utilizacdo no teste de especificidade e
futuros projetos do laboratério. Também foi extraido DNA de amostras de sangue, cuja
qualidade pode ser vista da Figura 5. Os trinta primers sintetizados foram testados em uma PCR
inicial (Tabela 5) com a amostra 204 de Amazona aestiva, vinte e um primers apresentaram o

fragmento esperado no gel de agarose (Figura 6). Os primers sem amplificacao foram testados
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novamente usando gradiente de temperatura de anelamento (53, 56 ¢ 59 °C), aumentando a
quantidade de DNA (5ng para 10 ng) e aumentando o tempo de anelamento (30s para 60s).
Dois pares apresentaram o fragmento desejado apos as modificagdes, porém outros dez pares
de primers, dos vinte e um que funcionaram inicialmente, apresentaram problemas de
amplificacdo nos experimentos seguintes, mesmo com o mesmo protocolo inicial. Portanto,
treze primers que estavam estaveis, apoOs repeticdes e modificacdes da PCR (protocolo final
Tabela 5), foram selecionados para o teste de especificidade. As caracteristicas desses primers

sdo mostradas na Tabela 7.

pd 129 128 127 1256 53 54 56 57 60 61 62 63 71 73 74 81 82 83 91 92 93 123 124 126

700 pb
500 pb

200 pb

Figura 4 - Qualidade extracdo de DNA de tecido muscular A coluna “pd” corresponde ao padrio
molecular (700, 500 e 200pb). Os niimeros na coluna correspondem as amostras das espécies vistas na
Tabela 4. A imagem mostra apenas uma parte das amostras extraidas

Figura 5 - Qualidade da extracdo de DNA de sangue. Extracdo feita com Kit GTS (Phoneutria). Os
nimeros na coluna correspondem as amostras das espécies vistas na Tabela 4.

Tabela 5 — Protocolos de PCR

Configuracgoes do termociclador — Protocolo inicial de Configuracoes do termociclador — Protocolo final de
PCR PCR

Estagio Temperatura (°C) | Tempo | Ciclo(s) Estagio Temperatura (°C) | Tempo | Ciclo(s)

Desnaturago 94 3min 1 Desnaturagdo 95 3min 1

inicial inicial

Desnaturag@o 95 30s Desnaturagéo 95 30s

Anelamento 50 30s 35 Anelamento 53 Imin 35
Extensao 72 1min Extensao 72 Imin
Extensao 72 Smin 1 Extensao final 72 10min 1

final
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408  Tabela 6 — Reagentes utilizados na PCR

Especificacoes da reaciio
Reagentes Volume(ul) | Quantidade | Taq pol. (U) | MgCl, (nM)
Pré-Mix IVB 10 — 4,54 2-3.5
Primers 1 Spmol — —
agua ultrapura 7 - - -
DNA 1 10ng - -
409 Taq pol. (U): quantidade da enzima taq polimerase em unidades enzimaticas.
g s i i E
E] = 5 £z
Gel Pds ¢ iis ¢
1 281 11 95 ATPS
CR
2 801 12 836
ND1
3 909 13 185
NDS
4 409 14 938
ND2
5 344 15 396
ND6
6 77 16 695
CYTB
7 129 ND4L 17 409
8 871
ND4
9 546
10 288 ND3
.2 “ 2
Gel B 5 8 g 5 _ 8
’ 58 F & T &
513 [11] 728 | 125 |

com
304

547
203
709
267
380
291
850
371

col

col

ATP6

vl |N|lo|lw|sa|w|N| = |Colunas

16S

=
o

410  Figura 6 - Gel de agarose da PCR Inicial. Protocolo inicial de PCR testado (Tabela 5), dois pares de
411  primers ndo estdo representados nos géis (fragmento CR-397 e 12S-560). A coluna “pd” corresponde
412  ao padrdo molecular (700, 500 e 200pb).

413
414

415 Tabela 7 - Primers padronizados e suas propriedades

) P )

= =) 3 -: 6

S =] =]

25 22 5 3 L £ 2 5<¢ 3§

c§ EE £ € Sequéncia S 2 = X N

= s o D . = < - =20 =~

@ ] E Eo O w e e 230 X
£ =

NDL 41 F GTTATTACAGCCCGTTGCC 19 51.1 53 ndo
185

185 42 R GGAGGAAGAGGAGACCCAGATTC 23 588 57 nio

203 57 F GCCCGCCATCGTCCTTATTCTACTG 25 61.0 56 nao
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COllI- 58 21
203 R GGAGTCGGAAGTACCCTGTCG 583 62 nio
61 F CCAATCATAATCGGAGGGTTC 21 524 48 ndo
cor-
267 62 R CCCTAGGATGGAGGATACACCAGCC 25 62.6 60 nido
CR. 15 F GGCCTTTATGGATCATAGACTCC 23 553 48 ndo
281
281 16 R ATGGTTTCACGTGAGATGCTCGATC 25 57.7 48 ndo

ND3- 288 35 F CATTTACACTTACCTCAACTCTAGC 25 54.4 40 ndo

288 36 R GGTTAGGAGGAGGACGATAGC 21 563 57 ndo
53 F CCCTCGGACTAACATCAATTATC 23 532 43 ndo

com-
304 54 R GTTACGGTAACGCCTGTGGCCAAT 24  59.1 54 sim
25 F TGTCTTAGCGGCTTTATTAGTGGCG 25 57.7 48 ndo

ND6- 344
344 26 R AACCGACCAAAAAACGCTCCCATGT 25 577 48 ndo
165. 69 F ACCCACCAGGCTCACTACCCAAAA 24 59.1 54 nido

371
371 70 R CTTTCGTACTGGGAAAGGCTAA 22 53.0 45 ndo
63 F TGAGCCATTATCCTGACATCCT 22 530 45 ndo

ATP6- o
380 64 R GTGACGGTAAGGGCTGACACTGCA 24 60.8 58 nio
23 F CATTTTTCTACTTTTCGTCGGTTGG 25 544 40 ndo

NS 409
409 24 R GGCGGTTTTGTTGCTGGCT 19 532 58 ndo
49 F GTCAAATAATCCTCTGGGCATCCCG 25 593 52 ndo

CYTB-
409 50 R GCTCCCCACTCAAGTTAAGATGAAC 25 577 48 nio
51 F CCTACTAACCACATCCGGACTG 22 567 55 ndo

com- .
13 52 R GAGCCATAAACGCTGTCGGCA 21 563 57 ndo
55 F CCTTTACTTGCTAACACTCATGCTC 25 56.0 44 nido

cou- -
547 56 R AGTCTCGAAGTGGGTAAGGGGGACA 25 61.0 56 nido

Legenda — GC (%): o percentual dos nucleotideos Guanina e Citosina. hairpin: possivel presente de formagao de
hairpin no primer. Realgado em cinza primers sem teste de especificidade interespecifica. Sentido das sequéncias
sdo 5’ para 3’. As propriedades dos primers foram calculadas pelo sofiware online Oligocalc (Kibbe, 2007), nada
foi encontrado nesses primers na checagem de auto-complementaridade na extremidade 3’ e potencial de auto-
anelamento por essa ferramenta.
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4.4. Teste de Especificidade intraespecifica e interespecifica

Um ensaio inicial utilizando outras quatro amostras de individuos de Amazona aestiva
foi feito para verificar a especificidade intraespecifica (amplificagdo entre os individuos da
mesma espécie) dos primers na Tabela 7. Todas as amostras apresentaram o fragmento no
tamanho esperado (Figura 7) assim como a amostra 204, usada na padronizacdo da PCR de
Amazona aestiva (Figura 6). Posteriormente, outra amostra de Amazona aestiva (amostra 128)
foi usada como controle durante o teste de especificidade interespecifica (amplificagdo entre

varias espécies), amplificando em todos os pares de primer testados.

O Teste de Especificidade interespecifica (Tabela 8) avaliou especificidade dos primers
em trinta amostras: vinte e nove identificadas quanto a espécie e uma quanto ao género. Nove
espécies entre estas amostras pertencem a familia Psittacidae e estdo distribuidas em sete
géneros (Ara, Brotogeris, Eupsittula, Amazona, Pionus, Primolius e Psittacara). Outras duas

espécies pertencem ao género ao Amazona (A. farinosa e A. vinacea).

N D1i185 Col Ii203 COIi267 CRi281 N D3i288 COIIIi304

Pb | Il il || I I |

700pb
500pb

200pb

ND6i344 165i371 ATP6I-380 N D5|-409 CYTBi409 coll IiS 13

Pb | 1l |l i | I I

700pb
500pb

200pb

Figura 7 - Géis da padronizacao dos primers de Amazona aestiva. Pb: padrao molecular com 700,
500 e 200 pares de bases. A Figura mostra o teste dos primers com quatro individuos da espécie
Amazona aestiva (amostras 200 a 203)

Foram testados oito pares de primers dos treze padronizados, o par de primer de cada

PCR foi identificado com o codigo da sequéncia mitocondrial e o tamanho do fragmento, por
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exemplo o fragmento gerado em PCR com tamanho de 267pb do gene de citocromo oxidase I,
foi nomeado como COI-267. O fragmento ND1-185 foi o que apresentou maior nimero de
amplificagdes inespecificas, ocorrendo em sete outras espécies. Além disto, foi o unico
fragmento que amplificou em espécies fora da familia Psittacidae. O fragmento COII-203
amplificou inespecificamente em trés espécies de psitacideos, em duas do género Amazona (A.
farinosa e A. vinacea) e uma espécie Pionus maximiliani. Outros trés fragmentos amplificaram
inespecificamente em apenas uma espécie de psitacideo, a Amazona farinosa no 16S-371 e a
Pionus maximiliani no COIII-304 e COI-267. Os demais fragmentos (CR-281, ND3-288 ¢
ND6-344), amplificaram apenas na espécie alvo e na amostra indefinida de psitacideo,

identificada como Amazona sp., e suspeita de ser Amazona aestiva (amostra 79).

Tabela 8 — Teste de especificidade dos primers de Amazona aestiva

Amostras Nome comum Género Espécie 16S-371 ND1-185 COII-203 COI-267 CR-281 ND3-288 COIIl-304 ND6-344
58 Bicudo Sporophila maximiliani = = = = = - - -
63 Caburé Glaucidium brasilianum - - - - = - - -
71 Coleirinho Sporophila caerulescens - - = — - - - -
73 Maritaca Psittacara leucophthalmus = = - = o - - -

74,191,192 Periquito-rei Eupsittula aurea - - - =
79 Papagaio “indefinido” Amazona sp. X X X X
82 Curuja-do-mato Megascops choliba - - - -
83 Asa-branca Patagioenas  picazura - - - - - - - -
85 Pintassilgo Spinus magellanica - = = = - - - -
87 Passaro-preto Gnorimopsar  chopi - = = - - - - -
89 Sofré Icterus Jjamacaii - - - - = . - -
92 Tico-tico Zonotrichia capensis B B = - - - - -

93,190, 195 Periquito-do-encontro-amarelo Brotogeris chiriri - - - - - - - -
99 Maitaca-verde Pionus maximiliani - - I - - Bl -
106 Maracana-verdadeiro  Primolius maracana - - - - - - - -
123 Gavido-de-cauda-branca ~ Geranoaetus  albicadatus - - - - - - - -
124 Tucano-toco Ramphastos  toco = - B B - - - -
125 Coruja-buraqueira Athene cunicularia = - = - - - -
127 Carcara Carcara plancus - - - - - -
128 Papagaio-verdadeiro Amazona aestiva X X X nt nt
129 Japu Psarocolius decumanus = = = - - -
130 Suindara Tyto furcata - - - - = = — _
131 Bem-te-vi Pitangus sulphuratus - = = = = . - B
132 Coruja-orelhuda Asio clamator - B - nt B - - -
133 Bico-de-veludo Schistochlamys ruficapillus - - - - = - = -
134 Canério-da-terra Sicalis flaveola - - = = - - -
168 Tié-sangue Ramphocelus  bresilius - - - - - - -
169 Siriema Cariama cristata - - = = - - -
170 Arara-canindé Ara ararauna - - -

204 Papagaio-verdadeiro Amazona aestiva X X X X X X X X
193,194 Papagaio-moleiro Amazona farinosa - - - - -
196,197  Papagaio-de-Peito-roxo Amazona vinacea - - - - - - -

e

nt: ndo testado; realgado em verde as amostras controles de Amazona aestiva; o indica onde ndo ocorreu
amplificagdo; o “X” indica onde ocorreu amplificagdo; o “X” realcado em vermelho indica as amplificagdes nao-
especificas para a espécie alvo; realcado em azul, os resultados de uma amostra de filhote de espécie do género
Amazona indistinguivel quanto a espécie pelo método morfolégico. As espécies com letra azul claro possuem
mitocOndria completa ja sequenciada.
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4.5. Analises moleculares de especificidade dos primers

A especificidade de uma PCR decorre de varios fatores fisicos e quimicos, além disto,
fatores moleculares como a disposicao das bases nucleotidicas no primer t€m forte influéncia
na especificidade da reagdo, principalmente, nas ultimas bases da extremidade 3’ (Newton et
al. 1989, Sarkar et al. 1990, Kwok et al. 1990, Stadhouders et al. 2010). Como um dos objetivos
deste trabalho ¢ a busca por essa especificidade, duas abordagens de anélise foram feitas para

estudar melhor esses fatores, a AMV e a AMH.

O teste de especificidade relevou na pratica os diferentes graus dos pares de primer
desenhados. Em um par de primer ocorreu muitas amplificacdes ndo desejadas em outras
espécies testadas (ND1-185), ja os pares de primer COI-267, COII-203 e COIII-304
amplificaram em espécies do género Amazona e Pionus. Um par de primer (16S-371)
amplificou apenas em algumas espécies do género Amazona (a espécie alvo e a A. farinosa), e
os ultimos trés pares de primer (CR-281, ND3-288 e ND-344) amplificaram apenas na espécie
alvo, a Amazona aestiva. Para avaliar esses diferentes graus de especificidade de amplificacao
foi feita uma anélise na composicao e distribuicao dos mismatches, denominada neste trabalho
de analise molecular de especificidade. Inicialmente serdo abordadas as analises das sequéncias
dos grupos de “espécies silvestres testadas em PCR” (ESTP) e de “espécies exdticas
domésticas” (EED) para cada grau de especificidade dos pares de primer, e por ultimo, serd

abordado sobre grupo de “espécies mais similares” a Amazona aestiva.

Os mismatches totais (MT) foram definidos como a soma dos mismatches entre as
sequéncias das espécies e os primers inteiros (F e R), j& os mismatches totais da extremidade
3> (MT3), sdao a soma dos mismatches apenas para as ultimas cinco bases nucleotidicas da

< a» . . . .
por¢ao 3’ do primer. Um mismatch € geralmente representado por uma base do primer e sua
respectiva base incompativel no DNA molde, por exemplo, uma guanina no primer

emparelhado com uma timina no DNA molde ficaria representado como “G/T”.

Para o par de primer NDI1-185 (Tabela 9), os MT e MT3 nas ESTP variaram,
respectivamente, entre 10 a 16 e 4 a 5. Das sete espécies com amplificagdao inespecifica, a
Seriema (Cariama cristata), foi a inica com sequéncia mitocondrial disponivel para andlise,
essa espécie apresentou valores consideraveis de incompatibilidade (MT/MT3:13/4). Valores
de mismatches similares foram encontrados na Primolius maraca (10/4) e Ara ararauna (12/4),

porém, essas nao amplificaram. Ao comparar essas sequéncias, observa-se que a C. cristata
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difere dessas espécies nos mismatches do primer 41F, principalmente nos presentes na por¢ao
5°. Nas espécies exoticas domésticas (EED) os MT variaram entre 10 e 16 € os MT3 entre 2 e

4.

O par de primer COII-203 amplificou em todas as espécies do género Amazona (trés espécies)
e Pionus (uma espécie) testadas, mas nao amplificou nas demais espécies que incluiam outros
cinco géneros da familia Psittacidae. Os mismatches nos membros das ESTP (Tabela 10) foram
entre 9 a 18 (MT) e 3 a 6 (MT3). No primer 57F todas as espécies analisadas apresentaram
mismatch na ultima base e no primer 58R a maioria apresentou mais de 3 mismatches nas
ultimas cinco bases, entretanto a exce¢do foi a Cariama cristata com 2 mismatches. No grupo
de EED a composi¢ao de mismatches foi semelhante, sendo os MT3 mais elevados no primer
58R (entre 2 a 4). Baseado na configuragdao de mismatches dos membros de ESTP que nao
apresentaram amplificagcdo, supde-se que, dificilmente ocorrerd uma amplificagdo em alguma
espécie de EED. Dois pares de primer amplificaram, além da espécie alvo, apenas na espécie
do género Pionus (P. maximiliani). O par de primer COIII-304 (Tabela 11) apresentou
mismatches relativamente altos no grupo de ESTP (MT: 9 a 16 e MT3: 4 a 5), e nas EED, a
calopsita (Nymphicus hollandicus) apresentou poucos mismatches (MT/MT3: 5/1), sendo o
com maior poder de inibicdo da PCR o mismatch A/C na penultima base do primer 54R. O
restante dos membros de EED apresentaram mismatches significantes nos MT3 (4 a 5) e nos

MT (11 a 18).

O COI-267 (Tabela 12) foi o par de primer que apresentou menor relagao de mismatches
variando entre 4 ¢ § (MT) e 2 e 4 (MT3) em ESTP eentre 2 e 4 (MT) e 0 e 4 (MT3) em EED.
A sequéncia de COI de P. maximiliani estava disponivel para andlise, € em comparagao as
outras espécies que nao amplificaram, revelou a auséncia de um mismatch na 4 base a partir
da extremidade 3’ do primer 62R, essa auséncia aparenta ter influenciado no aumento
especificidade do primer. Devido ao amplo uso do gene mitocondrial COI em estudos de DNA
Barcode, existe uma vasta quantidade de sequéncias disponiveis em bancos de dados (Genbank
e BOLD), esse fato facilitou a analise em ESTP. Ao analisar as espécies do género Amazona
(4. vinacea e A. farinosa) que ndo amplificaram para o COI-267, observa-se que o mismatch
A/C na 4* base da extremidade 3’ do primer 62R acentuou a inespecificidade do primer, além
disto, na espécie Eupsittula aurea, esse mismatch juntamente com outros dois no primer 61F
na 1* (C/A) e 4* (G/T) base da extremidade 3’, foram suficientes para evitar a amplificacao.

Apesar da restrita especificidade do par de primer COI-267 com a A. aestiva e P.maximiliani,
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mismatches entre 10 e 17 (MT) e 4 a 6 (MT3). Infelizmente, as sequéncias parciais de
A. farinosa disponiveis em banco de dados ndo englobavam a regido dos primers,
impossibilitando a anélise. No grupo de EED a calopsita (Nymphicus hollandicus) foi a espécie
que apresentou menos mismatches (MT/MT3: 7/1), sendo o mais promissor o C/A na 5 base a
partir da extremidade 3 do primer 70R, entretanto, as chances de amplifica¢do desse par de
primer nessa espécie sao altas. No restante dos membros de EED a composicao de mismatches

foi satisfatoria para a provavel inibicdo da PCR (MT: 12 a 19 e MT3:5a9).

Os trés ultimos pares de primer analisados apresentaram especificidade apenas para a
Amazona aestiva no teste in vitro. Para o par de primer ND3-288 (Tabela 14), os MT do grupo
ESTP, foi de no minimo 11 e no maximo 18. Os MT3 dos primers variou entre 4 ¢ 5. Os MT
dos membros das EED tiveram variagao entre 16 ¢ 19 incompatibilidades e os MT3 entre 2 e
7. Os mismatches observados indicam que dificilmente ocorrera amplificagdao nas espécies de
ambos os grupos para esse fragmento. O par de primer ND6-344 (Tabela 15) apresentou uma
boa margem mismatches na maioria dos membros presentes nas ESTP, com excegdo da
Amazona farinosa, o MT variou entre 14 ¢ 22 ¢ os MT3 variaram entre 5 ¢ 6. A espécie A.
farinosa teve poucos mismatches (MT/MT3: 8/1), incluindo um na ultima base do primer 25F
(G/T). Apesar deste mismatch ser considerado fraco na inibi¢do da PCR por alguns autores
(Tabela 1), a presenca desse mais os demais sete no restante do par de primer foram suficientes
para evitar a amplificagdo. Nos membros de EED os mismatches variaram entre 15 ¢ 22 (MT)
e 3 e 6, nessas espécies ndo se espera que ocorra amplificacdo. J4 no par de primer CR-281
(Tabela 16) os mismatches, excluindo a espécie Amazona farinosa, variaram entre 17 e 25 nas
ESTP. Na A. farinosa a configuragao de MT/MTS3 foi 9/3, os provaveis mismatches inibitorios
foram o T/G na penultima base do primer 16R e os mismatches C/A e C/C, respectivamente,
na ultima e pentltima base do primer 15F. Nas EED os mismatches variaram entre 18 e 28
(MT) e 2 a 6 (MT3), o primer 15F foi o mais apresentou mismatches no par de primer COI-
267.

Nas espécies mais similares, espera-se amplificagdo nas espécies Amazona
ochrocephala e Amazona barbadensis para a maioria dos pares de primer. Em ND6-344, a
composi¢do de mismatches G/T na 1* e 4* base a partir extremidade 3’ do primer 25F, atribuiram
ao par de primer uma possivel inibicado da PCR na Amazona barbadensis. A sequéncia Amazona
ochrocephala apresentou alguns mismatches na ultima base em dois primers, C/A no primer

15F (CR-281) e T/G no primer 27R (ND6-344), porém esses ndo sdo considerados bons na



561
562
563
564
565
566
567
568
569
570

571
572
573
574
575
576
577
578
579
580

581
582
583
584
585
586
587
588
589
590

32

diminui¢do da eficiéncia da PCR (Newton et al. 1989, Kwok et al. 1990, Stadhouders et al.
2010). O ND3-288 também teve previsdo de amplificacdo em A. ochrocephala e A.
barbadensis. Varios estudos filogenéticos ja foram feitos sobre as relagdes entre Amazona
aestiva ¢ Amazona ochrocephala, mostrando que essas espécies sdo mais intimamente
relacionadas do que entre as subespécies de 4. ochrocephala (Eberhard & Bermingham 2004,
Ribas et al. 2007, Chaves et al. 2014). Essa relacdo, chamada complexo A. aestiva/A.
ochrocephala, possui trés linhagens distintas que inclui dentre algumas espécies de Amazona
(A. aestiva, A. ochrocephala, A. tresmariae, A. oratrix, A. auropalliata e A. barbadensis)
(Urantowka et al. 2014). No Brasil, estdo presentes apenas as espécies 4. aestiva e A.

ochrocephala (Figura 8).

No restante das “espécies similares” a Amazona aestiva, a amplificagdo hipotética dos
pares de primer foi variada, em ND1-185 devido a grande inespecificidade apresentada, a
previsdo da amplificacdo € incerta. Em COI-267 e COII-203, as espécies do género Amazona e
Pionus tem boas chances de amplificarem. No par de primer COIII-304, devido a disposi¢do
dos mismatches e da amplificagdo no teste de especificidade de Pionus maximiliani, espera-se
a amplificagdo em Pionus mestruus. O 16S-371, assim como no teste de especificidade, prevé-
se amplificacdo restrita ao género Amazona e inespecifica para Pionus mestruus (MT/MT3:
9/5). Os primers que amplificaram apenas em Amazona aestiva no teste de especificidade
(ND3-288, ND6-344 ¢ CR-281) nao apresentaram previsao de amplificacio nas demais

espécies.

Como os pares de primer foram desenhados visando o maior nimero de mismatches
possiveis, as médias totais do grupo ESTP e EED foram comparadas para as espécies que
coincidiram entre os pares de primer. A média global de mismatches em todo o primer (MGT)
e média global mismatches nas ultimas cinco bases da extremidade 3’ (MG3) foram de,
respectivamente, 13,9 ¢ 4,5 para ESTP e 15,0 ¢ 4,3 para EED. Nas ESTP a média de MT (x
MT) variou entre 6,9 a 20,4 e a média de MT3 (x MT3) variou entre 2,5 ¢ 5,7. Nas EED a média
de MT variou entre 7,0 € 21,2 e a média de MT3 variou entre 2,6 e 5,8. Entre os pares de primer,
o COI-267, apresentou as menores meédias, porém mesmo assim, esse apresentou melhor
especificidade que o ND1-185. Dois primers com amplificagdes apenas em Amazona aestiva,

apresentaram x MT elevadas em ESTP com valores de 18,0 (ND6-344) ¢ 20,4 (CR-281).
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Figura 8 - Distribuicio das espécies/subespécies do complexo Amazona aestiva/Amazona
ochrocephala e da Amazona barbadensis. Adaptado de Urantowka et al. (2014).

Tabela 17 — Médias de mismatches nos diferentes graus de especificidade

Grau .de. Varias Géneros Género A _

especificidade espécies Amazona e Pionus Amazona

Conjuntos ND1-185  COII-203  COI-267 COIII-304  16S-371 CR-281 ND3-288 ND6-344  Média global
XMT X MT3 X MT x MT3 x MT X MT3 X MT X MT3 X MT X MT3 X MT x MT3 X MT x MT3 x MT x MT3 MGT MG3

ESTP 132 42 132 50 6.9 25 125 47 137 47 204 44 132 47 180 57 139 45

EED 140 32 137 43 70 26 132 43 152 58 212 47 172 52 183 47 150 43

Apenas espécies presentes em todas as analises foram contabilizadas, com excecdo da Cariama cristata em CR-
281, que apresentou erro no alinhamento.

Todos os primers com amplificagdes apenas em Amazona aestiva tiveram x MT altas em
comparacao a média global em EED, com valores de 17,2 (ND3-288), 18,3 (ND6-344) ¢ 21,2
(CR-281). As médias de MT3 ndo apresentaram diferengas muito divergentes da média global.
As médias de MT elevadas nas espécies testadas em PCR dos pares de primer CR-281 e ND6-
344, indicam que os mismatches adicionais da extremidade 5° podem ter auxiliado no aumento

do grau de especificidade.
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As estimativas de divergéncia evolutiva dos genes mitocondriais foram feitas entre a
Amazona aestiva e outras espécies de psitacideos, o critério para escolha dessas espécies foi
possuir o genoma mitocondrial completo e ter alta identidade com Amazona aestiva em uma
busca feita pela BlastN. Essa analise ¢ interessante, pois € calculada pelo numero de diferencgas
de bases entre uma sequéncia e as demais, sendo assim, uma contagem de mismatches. O
resultado relevou baixa divergéncia entre 4. aestiva e A. ochrocephala (média de divergéncias
=0,9) e entre A. aestiva e A. barbadensis (média de divergéncias = 2,2). As demais espécies
apresentaram média de divergéncias acima de 7,9. Trés espécies testadas em PCR e que nao
amplificaram em nenhum par de primer (Psittacara leucophthalmus, Primolius maracana e
Ara ararauna), apresentaram média de divergéncias acima de 15,9. A regido mitocondrial de
menor média de divergéncia foi a do gene ribossomal 12S (5,5) média e a maior a regido
controle (19,2). O género com média de divergéncia mais proximo nessa estimativa ¢ o Pionus
(9,8/9,9), essa proximidade entre o género Amazona e Pionus ja foi observado (Tavares ef al.

2006).

Os resultados da analise molecular confirmaram a for¢a de diminuigao da eficiéncia da
PCR dos mismatches situados nas ultimas cinco bases nucleotidicas, sendo que essa forca ¢
geralmente proporcional a quantidade de mismatches situados nessas bases. Os mismatches no
restante da por¢ao 5’ do primer também podem atuar na perda de eficiéncia da PCR (Whiley &
Sloots 2005), portanto, a maior especificidade de CR-281 e ND6-344 pode estar relacionado a

sua alta média de MT.

Tabela 18 — Estimativas de divergéncia evolutiva (%) entre a Amazona aestiva e outros psitacideos

Espécies (codigo de acesso Genbank) 128 16S ATP6 ATPS COI COII COIII CR CYTIB ND1 ND2 ND3 ND5S ND6 Meédia
Amazona ochrocephala (KM611467.1) 0.2 0.4 0.9 1.2 0.5 0.6 1.0 2.1 0.8 0.4 0.7 0.6 0.9 23 0,9
Amazona barbadensis (JX524615.1) 1.0 1.3 2.6 0.6 1L/ il 253 B 3.5 1.6 1.4 1.1 33 4.4 2,2
Amazonaventralis (KX925977.1) 34 42 8.6 13.7 6.5 757 6.6 124 83 7.8 7.1 6.6 8.5 9.6 7,9
Amazona guildingii (NC052783.1) 3.5 4.2 6.3 7.7 559 6.7 6.3 10.6 7.5 6.6 6.4 6.3 7.9 10.4 6,9
Pionus menstruus (KX925978.1) 5.3 6.0 9.2 9.5 8.1 /29, 6.9 23,7 10.0 9’3 10.4 8.5 10.7 12,5 9,9
Pionus chalcopterus (MF784450.1) 4.8 6.3 9.5 7.7 7.4 8.9 73 2222 11.0 9.5 11.2 10.0 10.3 11.2 9.8

Psittacara leucophthalmus (KF444466.1) 10.5 11.6 158 196 116 148 139 326 154 1438 156 145 14.8 172 15,9

Primolius maracana (NC_029322.1) 104 115 16,1 202 119 152 128 324 14.3 15.7 166 16.0 164 172 16,2
Ara ararauna (NC_029319.1) 10.6 11.6 16.4 19.6 12,2 15.4 13,9 32,9 14.2 15.6 16.7 15,7 15.7 15.8 16,2
Média 55 6,3 9,5 11,1 73 8,8 79 19,2 9,5 9,0 9,6 8,8 9,8 11,2

Em vermelho espécies silvestres exoticas; realgado em azul claro as regides dos primers deste trabalho. O nimero
de diferencas de base por local entre a Amazona aestiva e as sequéncias das espécies ¢ mostrado. Essa analise
envolveu 10 sequéncias de nucleotideos por regido. As posi¢cdes de cddon incluidas foram 1* + 2* + 3* + Nao
codificantes. Todas as posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncia (op¢ao pairwise deletion).
As anadlises evolutivas foram conduzidas no MEGA X (Kumar et al. 2018).
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4.6 - Identificacdo usando as sequéncias esperadas

Muitos estudos de marcadores moleculares de DNA (secdo 3.2) utilizaram as sequéncias
geradas no sequenciamento para a posterior identificagdo da espécie. Nesse caso, eles usam os
primers universais para a amplificacdo. Ademais, esse método ¢ bastante eficiente, porém nao
¢ de facil acesso em todos os laboratérios forenses do Brasil, pois ele exige um custo razoavel
com equipamento e reagentes. Sete pares de primer testados nesse trabalho possuem
individualmente nivel de especificidade limitado a familia Psittacidae, porém quando
agrupados, esse nivel limita-se ao complexo A. aestiva/A. ochrocephala. Caso o laboratério
forense deseje confirmar os resultados desses sete pares de primer com sequenciamento de
algum fragmento gerado, foram testadas aqui duas abordagens de identificacao utilizando as

sequéncias esperadas de alguns pares de primer.

Uma abordagem foi a busca feita no banco de dados “Species Level Barcode Records ™
do BOLD usando o fragmento hipotético gerado pelo par de primer COI-267 na sequéncia de

Amazona aestiva (Genbank-KT361659.1). A identificagdo quanto a espécie ndo foi possivel,

Results Summary

Query ID Best ID Search DB Tree Top % Graph Low %
Fragmento 267 col 44 Amazona aestiva CO! SPECIES DATABASE B 100.00 | N 93.26

Query: Fragmento 267 col AA
Top Hit: Chordata Aves - Psittaciformes - Amazona aestiva (100%)

Search Result:

A species level match could not be made, the queried specimen is likely to be one of the following:

fnifi tFeeis providad TREE BASED IDENTIFICATION

Identification Summary Similarity Scores of Top 100 Matches

100.0
990
980
370
96.0
950
940
910
1

Taxonomic Level Taxon Assignment Probability of Placement (%)

similarity (%)

12 23 24 45 56 67 ] 89 100
Ranked Matches
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644  Figura 9 - Busca feita com o fragmento esperado do par de primer COI-267 de Amazona aestiva
645  (KT361659.1)

Results Summary
Query ID Best ID Search DB Tree Top % Graph Low %
p liani| COI- Pionus maximilian COI SPECIES DATABASE B 00.00 | S 91.76

Query: Pionus maximiliani | COI-5P | FJ028096
Top Hit: Chordata Aves - Psittaciformes - Pionus maximiliani (100%)

Search Result:

. This identification is solid unless there is a very closely allied congeneric species that has not yet been

SPECIES PAGE
For a hierarchical placement - a neighbor-joining tree Is provided TRLE DA ILENTRICATEN

Identification Summary Similarity Scores of Top 100 Matches

100.0
Taxonomic Level Taxon Assignment Probability of Placement (%) 890
010
97.0
960
850
940
930
920

910
1 12 23 34 a5 58 87 78 B8 100

Ranked Matches

Phylum Chardara

Similarity {%)

Order

647  Figura 10 - Busca feita com o fragmento esperado do par de primer COI-267 de Pionus maximiliani
648  (FJ028096)

649  mas a suspeita ficou entre as espécies do complexo A. aestiva/A. ochrocephala. (Figura 9). A
650 mesma busca foi feita com um fragmento da sequéncia de Pionus maximiliani (BOLD-
651  FJ028096), que também amplificou para o par de primer COI-267. Por conseguinte, a
652  1identificagdo quanto a espécie foi possivel, sendo que a similaridade dentro espécie variou entre

653 99,25% a 100% (Figura 10).

654 A segunda abordagem foi feita utilizando ferramenta BlastN do Genbank, usando
655 também fragmentos hipotéticos da sequéncia Amazona aestiva (Genbank-KT361659.1). A
656 maioria dos fragmentos (Anexo A) também ficou restrita ao complexo A. aestiva/A.
657  ochrocephala (identidade >95%), e somente dois fragmentos tiveram identidade menor que
658  95% para Amazona barbadensis, tais fragmentos foram gerados por dois pares de primer que
659  foram espécie-especifico (CR-281 e ND6-344). Essa abordagem no Genbank ¢ limitada, ja que
660  as sequéncias de outras regides (excluindo o COI) sdo escassas, entretanto sdo possiveis buscas
661  com outras regides mitocondriais. Por outro lado, as sequéncias de COI no BOLD tém ampla

662  distribuicdo entre as espécies, e também, sequéncias de mais de um individuo por espécie.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As principais limitagdes desse trabalho s3o a indisponibilidade de sequéncias
mitocondriais sequenciadas e de amostras de DNA de espécies de psitacideos. Esse fato pode
ser explicado pelo motivo do grupo apresentar grande diversidade, tendo uma ampla quantidade
de espécies, e além disto, tem uma vasta distribuicao geografica. Para tentar diminuir o efeito
dessas limitagdes foram feitas as Analises Moleculares de Especificidade, essas mostraram
potencial na avaliagdo da especificidade do primer e na previsdo de possiveis amplificagdes
inespecificas em espécies indisponiveis para teste in vitro. Com isso, alteragdes da composi¢ao
das bases nucleotidicas do primer e de protocolos de PCR podem ser feitas para aumentar a
especificidade do mesmo. Mesmo assim, ¢ desejavel futuramente, avaliar a amplificagdo dos

pares de primer nas demais espécies do género Amazona de ocorréncia no Brasil.

Cerca de 10% espécies compondo 24% dos géneros de psitacideos brasileiros foram
testadas no teste de especificidade interespecifica, incluindo duas espécies do género Amazona
e uma do género Pionus, o mais proximo filogeneticamente. Sete pares de primer desenhados
visando Amazona aestiva, apresentaram boa especificidade para a familia Psittacidae,
amplificando nos géneros Amazona e Pionus. Trés desses pares de primer ndo amplificaram
em nenhuma espécie além da A. aestiva no teste de especificidade interespecifica, mas na AMH
¢ esperado amplificacdes em espécies do complexo A. aestiva/A. ochrocephala. Desse
complexo, além de A. aestiva, apenas A. ochrocephala tem ocorréncia no Brasil, sendo ambas
protegidas pela lei de crimes ambientais (lei 9.605/98). Por isto, mesmo se a identificacdo

forense ficar restrita a essas espécies, ainda se configura como crime contra a fauna.

Sete pares de primer apresentaram especificidade de amplifica¢do variada nas espécies
dos géneros Amazona/Pionus, sendo assim, o teste esta mais propenso a erro ao utilizar-se
individualmente apenas um desses pares de primer na identificagdo. Todavia, a confiabilidade
do teste ¢ fortemente elevada ao utilizar os sete pares de primer ao mesmo tempo. A amostra
de psitacideo sem classificacdo quanto a espécie (amostra 79), amplificou para todos os
primers, indicando que o filhote provavelmente ¢ da espécie Amazona aestiva ou Amazona

ochrocephala.

Outrossim, duas estratégias de uso dos pares de primer desenvolvidos nesse trabalho
sdo sugeridas: 1) os quatro pares de primer Amazona/Pionus especificos sao usados em uma

triagem inicial, diferenciando pelo menos cinco espécies destes géneros (4. aestiva, A.
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ochrocephala, A. vinacea, A. farinosa e P. maximiliani), em seguida, os trés pares de primer A.
aestivalA. ochrocephala especificos sdo usados para restringir o nimero de espécies e aumentar
a confiabilidade da identificacdo; 2) os sete pares de primer sdo testados simultaneamente e a

identificagao ¢ determinada pelo agrupamento dos resultados da PCR.

O método de identificagdo por primers de especificidade restrita, exige poucos
equipamentos e ¢ de facil execugdo, além disso, também ¢ eficaz em amostras com quantidade
escassa ou degradada de DNA. Os pares de primer desenvolvidos neste projeto possuem
potencial para o uso em laboratdrios forense, reforgando a prova pericial em suspeitas de trafico

de psitacideos e impossibilitando a impunidade do infrator.
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A — Busca por sequéncias similares pela ferramenta BlastN usando fragmentos esperados dos
pares de primer padronizados

165-371 Cobertura Identidade COII-203 Cobertura Identidade
Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 100.00% Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 99.51%
Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 98.92% Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 98.52%
Amazona guildingii (NC_052783.1) 100% 97.58% Amazona guildingii (NC_052783.1) 99% 94.55%
Amazona ventralis (KX925977.1) 100% 97.31% Pionus menstruus (KX925978.1) 99% 94.06%
Aratinga maculata (KJ142239.1) 99% 95.42% Amazona ventralis (KX925977.1) 99% 94.06%
Aratinga jandaya (KJ142238.1) 99% 95.42% Pionus chalcopterus (MF784450.1) 99% 92.57%
Aratinga auricapillus ( K)142229.1) 99% 95.42% Psittacula eupatria (NC_042765.1) 99% 92.08%
Pionus menstruus (KX925978.1) 100% 95.15% Psittacula roseata (NC_045379.1) 99% 91.58%
Aratinga solstitialis (MK343132.1) 99% 95.15% Columba rupestris (KX902246.1) 98% 91.50%
Ara ararauna (KF010315.1) 97% 94.78% Psittacula krameri (MN065674.1) 99% 91.09%
COI-267 Cobertura Identidade CR-281 Cobertura Identidade
Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 99.63% Amazona ochrocephala (KM611467.1) 99% 95.00%
Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 98.88% Amazona barbadensis (JX524615.1) 99% 91.79%
Amazona guildingii (NC_052783.1) 100% 95.51% Amazona amazonica (AF338278.1) 99% 90.00%
Amazona amazonica (KR017994.1) 100% 94.01% Amazona vittata (GU380340.1) 100% 87.19%
Amazona autumnalis (JQ173996.1) 100% 94.01% Amazona guildingii (NC_052783.1) 99% 87.14%
Amazona amazonica (JQ173995.1) 100% 94.01% Amazona brasiliensis (AY820259.1) 100% 86.88%
Amazona farinosa (JQ174001.1) 99% 93.98% Amazona ventralis (KX925977.1) 100% 86.83%
Amazona dufresniana (JQ173998.2) 100% 93.63% Amazona farinosa (AF338821.1) 99% 86.83%
Amazona viridigenalis (KR017993.1) 100% 93.26% Amazona autumnalis (AF338284.1) 99% 86.79%
Amazona tucumana (FJ027058.1) 100% 93.26% Amazona leucocephala (U380317.1) 99% 86.43%
ND3-288 Cobertura Identidade COIlIl-304 Cobertura Identidade
Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 99.31% Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 100.00%
Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 98.96% Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 99.34%
Amazona guildingii (NC_052783.1) 100% 94.44% Amazona guildingii P (KX925978.1) 100% 93.75%
Amazona ventralis (KX925977.1) 100% 93.40% Amazona ventralis (KX925977.1) 100% 93.75%
Pionus menstruus (KX925978.1) 100% 90.28% Amazona guildingii (NC_052783.1) 100% 93.75%
Pionus chalcopterus (MF784450.1) 100% 89.24% Pionus chalcopterus (MF784450.1) 100% 93.09%
Pyrrhura rupicola (KF751801.1) 100% 86.90% Nymphicus hollandicus ( MH133968.1) 100% 89.14%
Pyrrhura frontalis (JN614632.1) 100% 86.55% Myiopsitta monachus ( KM611471.1) 100% 88.82%
Trichoglossus rubritorquis (MN182499.1) 100% 86.11% Poicephalus senegalus ( NC_044083.1) 100% 88.49%
Psittacula eupatria (NC_042765.1) 100% 86.11% Ara severus (KF946546.1) 100% 88.49%
ND6-344 Cobertura Identidade

Amazona ochrocephala (KM611467.1) 100% 97.39%

Amazona barbadensis (JX524615.1) 100% 93.91%

Amazona ventralis (KX925977.1) 100% 89.28%

Amazona guildingii (NC_052783.1) 100% 87.83%

Pionus chalcopterus (MF784450.1) 100% 87.54%

Amazona guildingii (KX925978.1) 100% 86.38%

Ara macao (MW584237.1) 100% 83.48%

Psittacula eupatria (NC_042765.1) 100% 83.00%

Ara chloropterus (NC_047199.1) 100% 82.32%

Ara militaris mexicanus (JX524613.1) 100% 82.32%




