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RESUMO 

Diferentes abordagens na área da genética são capazes de auxiliar a conservação 

de espécies. Uma delas é através da identificação de animais silvestres ilegais em 

cativeiro. Além disto, recentemente, a resolução do CONAMA n° 487/2018 trouxe a 

obrigatoriedade de genotipagem de matrizes em criatórios para verificação de filiação 

para algumas espécies, sendo Saltator similis a espécie de maior prioridade devido à 

demanda do tráfico. Assim, este trabalho teve como principal foco o desenvolvimento de 

um teste de filiação para a espécie baseado em microssatélites e com uso da tecnologia 

de sequenciamento massivo de DNA (NGS) tanto para o desenvolvimento como para a 

análise dos marcadores. O teste de paternidade foi capaz de identificar os progenitores 

mesmo quando utilizado menos de dez loci, indicando que os loci desenvolvidos neste 

trabalho são bastante informativos e estão aptos a compor o painel de genotipagem, além 

de que também poderão ser usados em projetos de manejo e conservação. 

Adicionalmente, o mtDNA completo da espécie também foi sequenciado e anotado, e 

poderá auxiliar investigações de crimes contra a espécie quando a utilização apenas do 

COI não for informativa o suficiente e também em estudos evolutivos.  

Outra abordagem é a biologia sintética, que pode auxiliar na manutenção de 

espécies reduzindo o risco de extinção e até mesmo criar espécies próximas às extintas, 

mas que mantenham a função ecológica no ecossistema. Um destes projetos pioneiros de 

de-extinction, no qual parte deste trabalho foi realizado, é a criação de um animal com 

genoma de elefante-asiático (espécie modelo) e mamute-lanoso, que mantenha as funções 

da espécie extinta. Para isso, é necessário conhecimento dos genomas das duas espécies 

e realização de edições gênicas. Assim, foram desenhados sgRNA para knockout de genes 

de elefante-asiático e primers para confirmação destas edições, além de padronização de 

protocolo de FISH para melhor entendimento da estrutura nuclear de mamute-lanoso. 

Concomitantemente, este tipo de projeto também costuma agir na preservação da espécie 

modelo, que, no caso do elefante-asiático, tem o vírus EEHV como um fator complicador 

na sua conservação. Ainda pouco se sabe sobre os mecanismos de patogenicidade deste 

vírus e possíveis tratamentos pois seu cultivo em laboratório ainda não foi possível. 

Visando possibilitar estes estudos, neste trabalho foram amplificados e extraídos 

fragmentos de EEHV para posterior construção do material genético do vírus que poderá 

ser utilizado em experimentos.   
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extinction, biologia sintética.  

  



  
 
 

ABSTRACT 

Different approaches in the area of genetics are able to help species conservation. 

One is through the identification of wild animals mantained illegally in captivity. 

Recently the CONAMA resolution No. 487/2018 made the genotyping mandatory in 

breeding facilities to verify the affiliation of some species, being Saltator similis the 

species with the highest priority due to the demand for trafficking. Thus, this work had as 

main focus the development of a paternity test for the species based on microsatellites 

(STR) using the technology of massively parallel DNA sequencing both for the 

development and for the analysis of the markers sequences. The paternity test was able 

to identify the parents even when less than ten loci were used, indicating that the loci 

developed in this work are very informative and are able to compose the genotyping 

panel, in addition to the fact that they can also be used in management projects and 

conservation. Additionally, the complete mtDNA of the species has also been sequenced 

and annotated, and may assist investigations of crimes against the species when the use 

of COI alone is not informative enough and also in evolutionary studies. 

Another approach is synthetic biology, which can help maintain species by 

reducing the risk of extinction and even creating proxies of extinct species that maintain 

the ecological function in the ecosystem. One of these pioneering de-extinction projects, 

in which part of this work was carried out, is the creation of a hybrid of Asian elephant 

(template species) and woolly mammoth that maintains the ecological functions of the 

extinct one. For this, it is necessary to know the genomes of both species and perform 

gene editing. sgRNAs were designed to knockout Asian elephant genes and primers to 

confirm these edits, as well as FISH protocol standardization for a better understanding 

of the nuclear structure of woolly mammoth. At the same time, this type of project usually 

helps in the preservation of template species. In the case of the Asian elephant, EEHV 

infections have been a complicating factor in its conservation. Little is known about the 

pathogenicity mechanisms of this virus and possible treatments because its cultivation in 

the laboratory has not yet been possible. In order to make these studies possible, in this 

work EEHV fragments were amplified and extracted for later construction of the virus 

genetic material that could be used in experiments. 

Keywords: wildlife trafficking, Saltator similis, STR, de-extinction, synthetic biology. 
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Considerações iniciais 
 

O presente trabalho tem como objetivo o estudo de como o uso de ferramentas 

genéticas pode auxiliar na identificação de espécies e combate ao tráfico de animais 

silvestres, em especial o Saltator similis (d’Orbigny & Lafresneye 1837), conhecido 

popularmente como trinca-ferro. Esta é uma das principais espécies traficadas no Brasil, 

estando frequentemente no topo das listas de espécies apreendidas nas fiscalizações e 

também frequentemente apresentar fraudes nas suas anilhas oficiais, indicando a 

ocorrência de tentativas de conferir uma aparência legal à um animal ilegalmente em 

cativeiro. Os testes de paternidade podem ser bastante uteis nas fiscalizações de animais 

em cativeiro para verificar sua legalidade, e, com isso, no primeiro capítulo desta tese é 

abordado o desenvolvimento de um teste de paternidade para a espécie em questão com 

o uso de regiões repetitivas do DNA conhecidas como microssatélites. Além disto, 

também é abordado o sequenciamento do DNA mitocondrial da espécie, uma vez que 

este pode ser utilizado para a identificação da espécie quando não é possível que esta seja 

feita com as características morfológicas.  

Além do seu uso em testes de paternidade, os microssatélites são utilizados em 

estudos de genética de populações, e permitem diferenciar populações de diferentes 

localidades quando há estruturação genética. Também são comumente utilizados para 

avaliar a diversidade genética entre os indivíduos, fator de extrema importância para o 

planejamento de manejo de espécies e em projetos de conservação, que, infelizmente, não 

é raro que se iniciem quando a espécie alvo já se encontra em algum nível de ameaça, 

com número limitado de indivíduos e diversidade genética comprometida. Como parte 

dos trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, os microssatélites foram utilizados 

para avaliar a diversidade genética de Sporophila maximiliani (Cabanis 1851), ave 

popularmente conhecida como bicudo. A espécie é classificada pela lista vermelha da 

IUCN como ameaçada de extinção, além de que atualmente é dificilmente encontrada na 

natureza. Porém, ainda há um número razoável de indivíduos em cativeiro e projetos de 

reintrodução na natureza. Com isso, surge o questionamento sobre como avaliar os 

indivíduos a serem escolhidos para a reintrodução e se a diversidade genética com o uso 

de marcadores microssatélites seria a única abordagem genética a ser utilizada, ou se 

deveria ser implementado também o estudo de genes específicos.  
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Adicionalmente, quando se refere a projetos de conservação de espécies, estes são 

comumente iniciados de forma tardia, quando a espécie normalmente já tem número 

limitado de indivíduos e diversidade genética comprometida, podendo resultar em menor 

adaptação a diversidades ambientais e susceptibilidade a doenças, dentre outros. Assim, 

novas metodologias vêm sendo desenvolvidas visando contornar essas dificuldades, 

sendo a biologia sintética uma das principais abordagens. Com isso, como parte da 

formação de nível doutorado e visando solucionar questionamentos pertinentes do grupo 

de pesquisa em relação a outras espécies animais em estudo, o segundo capítulo desta 

tese traz a pesquisa desenvolvida no exterior, que se trata da participação em um projeto 

ainda em fase inicial que visa contornar algumas das dificuldades encontradas nos 

projetos de conservação de espécies. Dentre as abordagens do segundo capítulo, está o 

uso de edição gênica para posterior avaliação de fenótipo. É válido ressaltar que o projeto 

em questão é composto por diversas abordagens e se trata de um projeto pioneiro e de 

longo prazo, e que cuja participação como parte da formação ocorreu por apenas alguns 

meses e foi interrompido abruptamente devido à pandemia do novo coronavírus.   
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1. Capítulo 1- Ferramentas genéticas para o combate ao 
tráfico de Saltator similis (Aves, Passeriformes) 

 

1.1 Introdução 
1.1.2 Saltator similis 

Saltator similis (d’Orbigny & Lafresneye 1837), conhecido popularmente como 

trinca-ferro-verdadeiro, pixarro, trinca-ferro-de-asa-verde e bico-de-ferro, devido ao seu 

bico negro e forte, é uma ave que pertence à Ordem Passeriformes e à Família Thraupidae. 

Sem dimorfismo sexual, apresenta dorso verde, cauda e lados da cabeça acinzentados 

(figura 1), sendo estas características bastante similares ao Saltator maximus (tempera-

viola), porém, possui listra branca superciliar mais comprida e garganta toda branca. 

Mede cerca de 20 cm e se alimenta de insetos e frutos e habita principalmente beiras de 

matas e clareiras. Sua ocorrência se dá na parte central, região sul, sudeste e parte do 

nordeste brasileiro, alcançando também países como Argentina, Bolívia, Paraguai e 

Uruguai (figura 2), ocorrendo também em áreas de conservação ambiental.  O estudo de 

genética populacional de Ferreira (2012) utilizou amostras coletadas em diferentes 

populações de S. similis nos estados de São Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e 

Bahia e não encontrou estruturação genética entre essas áreas de ocorrência. A espécie 

ainda não se encontra em nenhuma lista de espécies ameaçadas de extinção, porém, é 

sabido que sua população está em decréscimo (BirdLife International 2018). Entre os 

principais motivos para isto, destaca-se a perda de habitats e a captura ilegal (UFV 2009, 

Manhães & Loures-Ribeiro 2011). No momento, não há nenhuma plano de recuperação 

para a espécie nem monitoramento sistemático, assim como não há nenhum programa de 

educação e conhecimento em andamento (BirdLife International 2018). 
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Figura 1- Indivíduo da espécie Saltator similis. O trinca-ferro mede cerca de 20 cm, apresenta 
cauda e lados da cabeça acinzentados, garganta toda branca, lista branca superciliar comprida e 
dorso verde. Foto: Sérgio Armelin 

 

Figura 2- Área de ocorrência de S. similis. A área de ocorrência do trinca-ferro no território 
brasileiro abrange a parte central, região sul, sudeste e parte do nordeste, e ocorre também em 
outros países da América do Sul, como Argentina, Bolívia, Paraguai e Uruguai. Fonte: BirdLife 
International 2018. 

 

1.1.2 Criação de S. similis em cativeiro 
A criação de espécies de aves nativas da ordem Passeriformes teve sua primeira 

regulamentação no Brasil com a Portaria do Instituto Brasileiro de Desenvolvimento 

Florestal (IBDN) n. 3.175-DN, de 06 de dezembro de 1972. Esta portaria previa a 

necessidade de anilhamento, porém sem estabelecer padronização. Com a Portaria Ibama 

n. 631, de 18 de março de 1991, foram estabelecidas as espécies cuja criação em cativeiro 

era permitida. Desde então, o Saltator similis integra as listas em todas as normatizações 

referentes às espécies permitidas. Atualmente, a criação é permitida desde que os 
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indivíduos tenham nascido em criatórios devidamente legalizados e sejam cadastrados no 

Sistema de Controle e Monitoramento da Atividade de Criação Amadora de Pássaros 

(SISPASS), além da exigência de anilhamento com anilhas oficiais. 

Em uma consulta realizada através do portal de sistema de informação ao cidadão 

(e-sic), foi verificado que, em fevereiro de 2019, constavam 3.265.973 exemplares de 

passeriformes cadastrados no SISPASS, sendo a maioria de Saltator similis, seguido por 

Oryzoborus angolensis (curió), Sicalis flaveola (canário-da-terra), Sporophila 

caerulescens (coleirinho) e Sporophila maximiliani (bicudo) (gráfico 1) (IBAMA 2019a). 

Em uma outra consulta realizada em janeiro de 2019 no mesmo portal, havia 741.591 

exemplares e 197.736 criatórios de S. similis cadastrados no SISPASS nos 26 estados 

brasileiros mais Distrito Federal. A quase totalidade dos exemplares e criatórios 

encontravam-se em apenas sete estados brasileiros: Minas Gerais, São Paulo, Rio de 

Janeiro, Santa Catarina, Paraná, Espírito Santo e Rio Grande do Sul (gráficos 2 e 3) 

(IBAMA 2019b). A divergência no número de exemplares de S. similis entre os gráficos 

ocorreu devido a diferença de um mês entre as duas consultas realizadas, período no qual 

ocorreu a exclusão de 145 indivíduos no sistema. Apenas em Minas Gerais, são quase 63 

mil criatórios e mais de 250 mil exemplares de S. similis cadastrados, sendo o estado com 

maior relevância para esta espécie em termos de criação em cativeiro (IBAMA 2019a, 

IBAMA 2019b).  

 

 



 23 
 

 

Gráfico 1 - Espécies cadastradas no SISPASS. Dos 3.265.973 passeriformes cadastrados no 
SISPASS, 22,7% são exemplares de S. similis, representando 741.591 indivíduos. Exemplares 
de Oryzoborus angolensis, Sicalis flaveola, Sporophila caerulescens e Sporophila maximiliani 
também apresentam quantidades expressivas de indivíduos cadastrados no sistema (IBAMA 
2019a). Na legenda, as espécies aparecem em ordem decrescente de acordo com o número de 
indivíduos cadastrados. 

 

Gráfico 2- Exemplares de S. similis cadastrados no SISPASS por estado. De todos os 
741.736 exemplares de S. similis cadastrados no SISPASS, 97% encontram-se em sete estados 
brasileiros, sendo a maioria nos estados de Minas Gerais e São Paulo (IBAMA 2019b). Na 
legenda, a ordem dos estados é de acordo com o número de exemplares cadastrados de forma 
decrescente.   
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Gráfico 3- Criatórios de S. similis cadastrados no SISPASS por estado. 96% de todos os 
197.736 criatórios de S. similis cadastrados no SISPASS encontram-se em sete estados 
brasileiros, sendo a maioria nos estados de Minas Gerais e São Paulo (IBAMA 2019b). Os 
estados aparecem na legenda de forma decrescente em relação ao número de criatórios 
cadastrados.  

 

Dentre as normas para a criação em cativeiro de passeriformes está a necessidade 

de identificação com o uso de anilhas (anéis metálicos fechados) (Ibama 2011), que 

devem ser afixadas ao membro inferior do animal até o 9º dia de vida e permitem o 

acompanhamento e fiscalização pelos órgãos ambientais. Uma vez afixada, não deverá 

machucá-lo e nem poderá ser retirada sem ser danificada (figura 3). As anilhas passaram 

a ser emitidas por empresas licitadas pelos órgãos públicos a partir da Instrução 

Normativa Ibama n. 05, de 18 de maio de 2001, que também especifica a medida de 

diâmetro interno da anilha para cada espécie. Para S. similis, foi estabelecida a anilha de 

diâmetro interno de 3,5mm. Tal diâmetro também foi estabelecido para outras espécies 

como Gnorimopsar chopi, Paroaria dominicana e Saltator maximus. As outras espécies 

para as quais este tamanho de diâmetro interno é preconizado são bem menos frequentes 

nos criatórios que S. similis. 
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Figura 3- Processo de anilhamento de passeriforme. A anilha deve ser afixada ao pé do filhote 
até o 9º dia de vida, e, após colocada, não deve machucar o animal e nem poderá ser retirada sem 
ser danificada. Imagem retirada de: http://www.canariosbelga.com.br/anilhando-canarios-passo-
a-passo/. Acesso em 11.12.2018. 
 

 Em uma consulta no portal de sistema de informação ao cidadão realizada em abril 

de 2019, foi solicitado o número de nascimentos de S. similis dos últimos anos, porém a 

resposta se referiu às declarações de nascimento de animais portadores de anilhas de 

diâmetro interno de 3,5mm. Os registros são feitos de acordo com a temporada 

reprodutiva, e, portanto, vão de 1º de agosto até 31 de julho do ano seguinte. Na 

temporada 2014-2015 foram declarados 83.086 nascimentos, 2015-2016 foram 100.314, 

2016-2017 foram 36.756 e na temporada 2017-2018 foram 24.952 declarações de 

nascimento (Ibama 2019c). A queda na declaração de nascimentos provavelmente 

ocorreu como consequência da “Operação Delivery” realizada pelo Ibama em 2016 (IMA 

2016). Esta operação consistia no condicionamento da entrega das anilhas à verificação 

dos nascimentos por agentes ambientais, que passaram a visitar pessoalmente os 

criatórios e entregar o número de anilhas de acordo com o número de nascimentos. A 

operação foi finalizada no começo de 2020 sem justificativa técnica, apenas por pressão 

de criadores amadores (World Animal Protection 2020). Esta operação mostrou que 

alguns criadores solicitavam um número de anilhas maior que o número de filhotes 

nascidos, e estas anilhas então poderiam ser utilizadas posteriormente em “animais 

esquentados”, ou seja, animais retirados ilegalmente da natureza, mas que, por possuírem 

anilhas idôneas, ganhavam aspecto de animais legalizados (World Animal Protection 

2020). 

  

1.1.3 Tráfico de animais silvestres 
Ilegalidades relacionadas ao comércio e manutenção de animais vivos e caça são 

englobadas na expressão “tráfico de animais silvestres”, cuja movimentação financeira 
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por ano é estimada anualmente entre 7 a 23 bilhões de dólares americanos para o tráfico 

internacional de biodiversidade, com exclusão da pesca ilegal (Nelleman 2016). A 

retirada ilegal de inúmeros espécimes da natureza é a principal consequência do tráfico 

ilegal de animais silvestres, e resulta em danos para as populações da espécie alvo e para 

a biodiversidade do ecossistema (Petrossian 2016). O tráfico, juntamente com a perda de 

habitat, introdução de espécies exóticas e poluição, pode resultar na diminuição do 

tamanho populacional de uma espécie, resultando, consequentemente, em menor 

diversidade genética a cada geração (Costa 2017).  

No Brasil, a Lei de Crimes Ambientais (Lei 9.605/1998), aborda, em seu artigo 

29, os crimes contra a fauna: 

“Art. 29. Matar, perseguir, caçar, apanhar, utilizar 

espécimes da fauna silvestre, nativos ou em rota migratória, sem a 

devida permissão, licença ou autorização da autoridade 

competente, ou em desacordo com a obtida: 

Pena - detenção de seis meses a um ano, e multa. 

§ 1º Incorre nas mesmas penas: 

[...] 

III - quem vende, expõe à venda, exporta ou adquire, 

guarda, tem em cativeiro ou depósito, utiliza ou transporta ovos, 

larvas ou espécimes da fauna silvestre, nativa ou em rota 

migratória, bem como produtos e objetos dela oriundos, 

provenientes de criadouros não autorizados ou sem a devida 

permissão, licença ou autorização da autoridade competente. 

[...] 

§ 3° São espécimes da fauna silvestre todos aqueles 

pertencentes às espécies nativas, migratórias e quaisquer outras, 

aquáticas ou terrestres, que tenham todo ou parte de seu ciclo de 

vida ocorrendo dentro dos limites do território brasileiro, ou águas 

jurisdicionais brasileiras” (Brasil 1998). 
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É importante ressaltar que estes crimes, por serem considerados de menor 

relevância, permitem a transação penal, garantindo ao infrator a possibilidade de ter pena 

não privativa de liberdade e cumprir penas alternativas (Pinto 2014). Por serem 

considerados de menor potencial ofensivo, possuem pena máxima não superior a dois 

anos, o que vai contra a recomendação da ONU de tratar estes crimes como graves, com 

pena privativa de liberdade de pelo menos quatro anos (ONU 2015). Já há diversos 

projetos de lei na Câmara dos Deputados que visam o agravamento das penas para os 

crimes contra a fauna silvestre.  

Os Centros de Triagem de Animais Silvestres (Cetas) desempenham papel 

fundamental na logística de combate ao tráfico de animais no Brasil, assim como 

fornecem dados importantes para a dimensão desta atividade ilegal no país. De acordo 

com artigo 2° da Instrução normativa IBAMA nº 23, de 31 de dezembro de 2014, os Cetas 

são estruturas responsáveis pelo “manejo de fauna silvestre com finalidade de prestar 

serviço de: recepção, identificação, marcação, triagem, avaliação, recuperação, 

reabilitação e destinação de animais silvestres provenientes de ação fiscalizatória, 

resgates ou entrega voluntária de particulares; e que poderá realizar e subsidiar pesquisas 

científicas, ensino e extensão”. Segundo o relatório do Ibama (2016), havia 23 Cetas em 

funcionamento sob gestão do Ibama distribuídos nas cinco regiões do país, sendo, com 

exceção da Bahia (com dois Cetas – nas cidades de Salvador e Porto Seguro) e de Minas 

Gerais (com três Cetas – nas cidades de Belo Horizonte, Juiz de Fora e Montes Claros), 

um Cetas em cada um das seguintes unidades federativas: Acre, Alagoas, Amazonas, 

Amapá, Ceará, Distrito Federal, Espírito Santo, Goiás, Maranhão, Pará, Paraíba, Piauí, 

Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Roraima, Rio Grande do Sul, Sergipe e São Paulo. 

A região Nordeste, por conter nove Cetas sob gestão do Ibama, é a que possui o maior 

número de unidades, seguida pelo Sudeste, com seis Cetas (figura 4). Atualmente, estas 

23 unidades dos Cetas continuam em funcionamento (Ibama 2019d, Ibama 2020). Entre 

os anos de 2002 e 2014, os Cetas brasileiros receberam um total de 568.645 animais 

(tabela 1), sendo que as aves representaram cerca de 80% dos animais recebidos, seguido 

dos répteis, com cerca de 10% (gráfico 4) (Destro 2012, Ibama 2016). De 2010 a 2014, o 

Cetas de Belo Horizonte foi o que mais recebeu animais no país, recebendo mais de 6 mil 

animais por ano (Ibama 2016). Vale ressaltar que estes números não representam o total 

de animais retirados da natureza, já que boa parte dos animais é solta antes mesmo de 

chegar ao Cetas ou no próprio local da captura por ainda estar em estado asselvajado 
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(Destro 2012).  Dos 261.091 animais que chegaram aos Cetas entre 2010 e 2014, 63,5% 

era proveniente de apreensão por órgãos de fiscalização, 14,5% de entrega voluntária 

(entrega de animais silvestres criados ilegalmente sem a aplicação de penalidades ou de 

animais cujo dono não possui mais interesse em manter em sua residência), 12,9% de 

resgate e 9,1% não tinham sua origem informada (Ibama 2016).  

 

Figura 4- Unidades da federação que possuíam Centros de Triagem de Animais Silvestres 
(Cetas) sob gestão do Ibama em 2016. Os 23 Cetas em funcionamento estavam distribuídos em 
20 unidades da federação, sendo apenas um Cetas por unidade federativa, com exceção da Bahia 
e Minas Gerais, com dois e três Cetas, respectivamente (Imagem baseada nas informações de 
Ibama 2016). 

 

Tabela 1- Número de animais recebidos pelos Cetas sob gestão do Ibama entre 2002 e 2014. 

Ano Número de animais recebidos 

2002 16.031 

2003 57.417 

2004 42.250 

2005 40.309 

2006 34.229 

2007 28.447 

2008 62.955 
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2009 25.916 

2010 57.901 

2011 53.915 

2012 50.541 

2013 59.097 

2014 39.637 

Total 568.645 

Fonte: Destro 2012 e Ibama 2016.  

 

Gráfico 4- Percentual de animais recebidos nos Cetas de acordo com o táxon entre 2002-
2009 e 2010-2014. Nos dois períodos analisados, nota-se a predominância de recebimento de 
animais da Classe Aves, seguida pela Reptilia. As informações constantes nos gráficos foram 
retiradas de Destro 2012 (para o período 2002-2009) e Ibama 2016 (para o período 2010-2014).  

 

1.1.4 Tráfico de Saltator similis 
Já há alguns anos, o S. similis figura no topo das listas das aves mais apreendidas 

nas fiscalizações. A compilação realizada por Destro (2012) trouxe o Saltator similis na 

segunda posição entre as espécies mais apreendidas pelo Ibama entre 2005 e 2009. Não 

diferente da escala nacional, os estados e municípios também listam o trinca-ferro no topo 
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das espécies mais apreendidas (Borges 2006, SEMA/PMA 2006, Gogliath 2010, Franco 

2012, Nunes 2012, Felker 2013, Viana 2013, Freitas 2015, Silva 2015). No Cetas de Belo 

Horizonte - MG, em 2015, o trinca-ferro ocupou a primeira posição entre as espécies mais 

apreendidas entregues no local, totalizando 2.200 indivíduos (Érika Procópio, analista 

ambiental do Instituto Estadual de Florestas, comunicação pessoal).  

Uma análise retrospectiva de laudos de perícia da Polícia Federal em anilhas de 

passeriformes do período de 2006 a 2015, realizada por Mayrink (2016), mostrou que 

29,3% das anilhas oficiais de passeriformes periciadas eram de diâmetro 3,5mm (tamanho 

preconizado para S. similis), sendo 72,5% delas fraudadas. Na maioria das vezes, a fraude 

ocorreu por aumento do diâmetro interno da anilha. Tal alargamento é frequentemente 

realizado para afixar a anilha no pé de um animal adulto, e este procedimento pode 

resultar em fraturas no membro posterior da ave. As anilhas comumente são falsificadas 

por adulteração ou por contrafação, de modo que um leigo no assunto seja capaz de 

comprar o animal portador de anilha falsificada acreditando se tratar de um animal 

legalizado. 

Além da exigência das anilhas, recentemente, a resolução do Conselho Nacional 

de Meio Ambiente n 487, de 15 de maio de 2018, trouxe a obrigatoriedade de 

identificação genética das matrizes reprodutoras do plantel de criatórios autorizados pelo 

órgão ambiental, que deverá garantir a identificação de paternidade com o uso de no 

mínimo dez loci, porém, sem maiores especificações quanto ao tipo de marcador 

molecular, tamanho dos marcadores ou questões estatísticas. Essa legislação também traz 

uma lista de espécies para genotipagem por prioridade, estando o S. similis em 1º lugar 

devido à demanda do tráfico. A genotipagem, juntamente com as anilhas, permitirá 

identificar de forma mais precisa os animais legalizados, incluindo casos em que a perícia 

da anilha é inconclusiva, em que há perda de informações das anilhas. Essa abordagem 

também irá garantir que os filhotes, mesmo aqueles que tenham aparência legal (animais 

com anilhas idôneas), são realmente descendentes de animais também legalizados. 

Porém, a obrigatoriedade dos testes de filiação só acontecerá à medida que os mesmos 

forem desenvolvidos e disponibilizados em escala comercial.  
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1.1.5 Tráfico de animais silvestres e surgimento novas doenças 
Em dezembro de 2019, na China, foi descoberto um vírus que meses mais tarde 

veio a ser o causador da pandemia declarada pela Organização Mundial de Saúde: 

coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV-2), causador da COVID-

19 (Coronavirus Disease 2019). Apesar de não se ter certeza sobre sua origem, tendo o 

morcego e o pangolim como principais suspeitos (Cyranoski 2020), é sabido que o 

mercado chinês de vida silvestre teve participação na propagação do vírus (Cohen 2020). 

Esta não é a primeira vez, e provavelmente também não será a última, que um vírus 

presente em animais ultrapassa a barreira interespecífica e passa a infectar seres humanos. 

Neste contexto, é possível citar alguns exemplos de vírus que afetam humanos: vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), que resultou da transmissão do vírus da 

imunodeficiência símia (SIV) de primatas não-humanos (Sharp 2010); Ebola vírus 

humano (EBOV), cujos surtos foram associados ao contato com hominídeos (great apes) 

(Leroy 2004); e coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 1 (SARS-CoV-1), cujo 

surgimento do surto de 2003 está relacionado ao consumo de pequenos carnívoros (Bell 

2004). É importante ressaltar que a barreira xenográfica pode ser ultrapassada também no 

sentido contrário, como por exemplo a tuberculose em elefantes asiáticos e primatas não-

humanos associadas ao contato com humanos infectados (Montali 2001, 

Mikota&Maslow 2011), sendo a quebra da barreira de espécie pelo patógeno um 

problema não somente de saúde pública como também de conservação (Cook 2004).  

Até recentemente, as discussões a respeito do tráfico de animais focavam, 

principalmente, na preservação de espécies. Com o advento da COVID-19, tal assunto 

ganhou relevância devido às consequências que podem trazer na população humana, 

gerando, inclusive, crise econômica. O comércio de animais silvestres apresenta riscos no 

contexto de surgimento de novas doenças humanas por aproximar pessoas à animais vivos 

e seus subprodutos, seja como alimentos, animais de estimação, uso medicinal ou outros 

fins (Broad 2020). Além disto, pode ocorrer a união de animais que carregam patógenos 

de diferentes ecossistemas em um local, facilitando a propagação do patógeno de uma 

maneira que não aconteceria normalmente na natureza (Sheikh 2020). Uma análise de 

produtos de animais silvestres confiscados em aeroportos americanos, feito por Smith e 

colaboradores (2012), destacou um potencial risco à saúde pública devido à múltiplas 

oportunidades de transmissão na exposição contínua deste material durante a caça, 

transporte e consumo. Este estudo demonstrou que a importação de produtos vindos 

ilegalmente de animais silvestres poderia atuar como um canal para a propagação de 
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patógenos e sugeriu que a implementação de vigilância de doenças no comércio de 

animais silvestres poderia facilitar a prevenção do surgimento de doenças. 

Concentrar esforços para regular, reduzir ou, em alguns casos, eliminar o 

comércio de animais silvestres poderia ser uma abordagem efetiva para diminuir os riscos 

de doenças para seres humanos, animais domésticos, animais selvagens e ecossistemas 

(Karesh 2005). Recentemente e de forma pioneira, em novembro de 2020, os Estados 

Unidos anunciaram que traficantes de animais silvestres e madeira serão inelegíveis para 

o visto norte-americano, assim como seus familiares imediatos. A medida visa 

enfraquecer as organizações criminosas envolvidas neste tipo de crime que compromete 

a segurança nacional, afeta a prosperidade econômica, alimenta a corrupção e difunde 

doenças. Até o momento, este é o único país com tal restrição, mas há a esperança de que 

este modelo seja seguido por outros (U.S Department of State, 2020).  

1.1.6 Microssatélites 
De acordo com Milach (1998), marcadores moleculares são características de 

DNA que diferenciam dois ou mais indivíduos e são herdadas geneticamente. Estes 

marcadores são utilizados com diversos propósitos, como testes de paternidade, análise 

de diversidade genética e estrutura populacional, genética forense, monitoramento de 

endocruzamentos e estudos ecológicos e evolutivos (Rafalski & Tingey 1993, Jarne & 

Lagoda 1996, Knapik 1998, Provan 2001, Schloterrer 2004). Dentre os principais 

marcadores moleculares, os do tipo microssatélites são vantajosos por serem abundantes, 

hipervariáveis, possuírem natureza multialélica, estarem amplamente distribuídos no 

genoma, serem expressos como alelos codominantes (Lima, 1998; Moreira, 1999, 

Schlotterer 2000) e possuírem herança mendeliana (Zane 2002). Além disto, por serem 

econômicos para serem desenvolvidos, são uma boa alternativa para serem utilizados em 

projetos com recursos limitados (Jennings 2011).  

Microssatélites são sequências curtas (um a seis nucleotídeos: mono-, di-, tri-, 

tetra-, penta- e hexanucleotídeos) repetidas em tandem (lado a lado) (figura 5), 

encontradas no genoma de eucariotos e procariotos (Zane et al., 2002). Apesar de serem 

comumente considerados “DNA lixo” (Tang 2017), são encontrados geralmente em 

regiões não-codificantes (Ellegren, 2000) e podem estar ligados à ocorrência de algumas 

doenças genéticas (Gymrek 2017) e estar envolvidos na regulação de genes (Contente 

2002). De acordo com a forma na qual estão presentes no DNA, os microssatélites 

também podem ser classificados como perfeitos, no qual a sequência de repetição não é 
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interrompida; imperfeito, no qual há ocorrência de uma base que não faz parte do motif 

entre as repetições; interrompido, no qual há uma pequena sequência entre as repetições; 

ou composto, quando há duas repetições de sequências distintas adjacentes (Oliveira 

2006) (figura 6). Também chamados de SSR (Simple Sequence Repeats), STR (Short 

Tandem Repeats) ou SSRP (Simple Sequence Repeat Polymorphism), os microssatélites 

são um dos marcadores moleculares mais polimórficos encontrados no genoma de plantas 

e animais. Este polimorfismo acontece devido à variação do número dos elementos 

repetidos, podendo ser consequência de mutação, erros da DNA polimerase durante o 

processo de replicação e reparo da molécula de DNA (Ellegren 2004). O alto grau de 

polimorfismo dos microssatélites faz com que eles sejam muito usados em estudos 

populacionais e de análise de parentesco (Dakin & Avise 2004).  

A- Mononucleotídeo 

 

B- Dinucleotídeo 

 

C- Trinucleotídeo 

 

D- Tetranucleotídeo 

 

E- Pentanucleotídeo 

 

F- Hexanucleotídeo 

 

 

Figura 5- Exemplos da classificação dos microssatélites quanto ao motivo da repetição. A- 
Mononucleotídeo: repetição em tandem de “A”. B- Dinucleotídeo: repetição em tandem da 
sequência de dois nucleotídeos “AT”. C- Trinucleotídeo: repetição em tandem da sequência de 
três nucleotídeos “GCA”. D- Tetranucleotídeo: repetição em tandem da sequência de quatro 
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nucleotídeos “TCGG”. E- Pentanucleotídeo: repetição em tandem da sequência de cinco 
nucleotídeos “ATCTT”. F- Hexanucleotídeo: repetição em tandem da sequência de seis 
nucleotídeos “AATTCG”.  

A- Microssatélite perfeito 

 

B- Microssatélite imperfeito 

 

C- Microssatélite interrompido 

 

D- Microssatélite composto 

 

Figura 6- Exemplos de microssatélites quanto à forma em que aparecem no DNA. 
Classificação de acordo com Oliveira (2006). A- Microssatélite perfeito: aos motivos das 
repetições (“AT”) não são interrompidos. B- Microssatélite imperfeito: há a interrupção das 
repetições (“AT”) por uma base que não faz parte do motif (“C”). C- Microssatélite interrompido: 
as repetições (“AT”) são interrompidas por uma pequena sequência (“CGGC”). D- Microssatélite 
composto: duas repetições de motifs diferentes (“AT” e “CT”) ocorrem de forma adjacente.  

 

 Há bastante discussão sobre a forma de evolução destes marcadores, pois 

apresentam padrões complexos (Ellegren 2000), e a variação no número de repetições 

acontece devido ao deslize da DNA polimerase durante a replicação (Umar 1996). Um 

dos modelos mais aceitos recentemente diz que mutações ponto quebram as longas 

repetições em unidades menores, explicando porque os microssatélites não expandem em 

enormes sequências apesar do aumento do número de repetições (Ellegren 2004). Ainda 

sobre questões evolutivas, aparentemente há a tendência de que a densidade de 

microssatélites se correlacione positivamente com o tamanho do genoma, sendo que entre 

os genomas eucariotos já estudados, a densidade de microssatélites é maior em mamíferos 

(Hancock 1996, Toth 2000, Katti 2001, Ellegren 2004); enquanto que em plantas a 

frequência de microssatélites se correlaciona de forma negativa em relação ao tamanho 

do genoma (Morgante 2002). Em humanos, repetições do tipo microssatélite representam 

3% do genoma (em um genoma de 3,2 bilhões de pares de bases), sendo repetições do 

tipo dinucleotídeo as mais comuns, e, mais especificamente, as repetições do tipo (CA)n 
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(Lander 2001, International Human Genome Sequencing Consortium 2001, Ellegren 

2004). Já as espécies de aves estudadas possuem pouca variação no tamanho do genoma 

(Organ 2011), variando entre 0,89 bilhão de pares de bases em beija-flor a 2,11 bilhões 

de pares de bases em avestruz (Gregory 2007, Gregory 2009), estando entre os menores 

tamanhos de genoma entre os vertebrados (Gregory 2002). A redução no tamanho do 

genoma, assim como a redução do tamanho das células de aves, pode estar relacionado 

com os necessidades metabólicas necessárias para o voo (Hughes 1995, Vinogradov 

1997, Gregory 2009, Zhang 2012, Wright 2014), além de possivelmente estarem 

associadas aos mecanismos de reparo de DNA (Schubert 2016). Além do tamanho 

reduzido, aves também possuem baixa densidade de repetições do tipo microssatélite em 

seus genomas quando comparados a mamíferos, com uma estimativa de 1 microssatélite 

a cada 31kb, enquanto que a estimativa para humanos, anteriormente ao conhecimento da 

sequência do genoma humano e utilizando a mesma metodologia de hibridização, era de 

1 microssatélite a cada 6kb (Primmer 1997, Neff 2007). Vale ressaltar que os estudos 

sobre genomas de aves vêm ampliando recentemente e, em um futuro próximo, será 

possível calcular a densidade de microssatélites com dados mais robustos (Peona 2018).  

Por serem marcadores que utilizam de PCR para sua análise, seus loci podem ser 

amplificados com sucesso a partir de amostras de baixa qualidade ou pouca quantidade 

de DNA, sendo marcadores bastante úteis para estudos envolvendo DNA antigo e 

espécimes de museus (Wandeler 2007). Dentre as dificuldades da utilização de 

microssatélites para estudos genéticos está a ocorrência de bandas stutter durante a PCR, 

que ocorrem pelo deslizamento da fita molde durante a replicação seguido por mau 

pareamento, gerando bandas frequentemente menores que o real alelo de microssatélite 

(Schlotterer 2004) (figura 7), fazendo com que o tamanho do alelo observado não seja um 

só tamanho, mas sim uma distribuição de variação de tamanhos (Suez 2016). O 

deslizamento na replicação é um mecanismo de mutação de microssatélites e que também 

ocorre in vitro (Ellegren 2004), dificultando a análise de dados e, juntamente com os 

padrões evolutivos imprevisíveis, resulta na necessidade de extensa curadoria manual 

(Ellegren 2000, Guichoux 2011, Krehenwinkel 2019).  A formação de stutter ocorre mais 

frequentemente em dinucleotídeos, formando fragmentos tipicamente uma repetição 

menor que o original (Walsh 1996, Brookes 2012) ou mais; enquanto que repetições do 

tipo tri, tetra- e pentanucleotídeos aparentam ser menos propensas à formação de stutter 

(Edwards 1991). A ocorrência de formação de stutter depende de características da 



 36 
 

sequência, como, por exemplo, o fato de possuir maior conteúdo A-T implicar no 

aumento da taxa de ocorrência de stutter (Brookes 2012).  

A- 

 
B- 

 
Figura 7- Alterações do tamanho do microssatélite. A– Mecanismo de aumento ou diminuição 
do número de repetições do microssatélite causando pela desassociação das fitas seguido por mau 
pareamento. B- O deslize da replicação também ocorre em amplificações in vitro de 
microssatélites, resultando na formação de sequências de tamanhos diferentes da original, 
conhecidas como bandas stutter. Imagem retirada de Ellegren 2004 e reproduzida com tradução 
para o português com autorização sob licença RightLink número 5076020606645, obtida em 25 
de maio de 2021.  

Além disto, cada tipo de microssatélite apresenta vantagens e desvantagens para 

serem utilizados em estudos genéticos. Dinucleotídeos costumam ser úteis por serem 

polimórficos (Payseur 2011) e geralmente possuírem alelos de tamanhos pequenos, 

facilitando o sequenciamento, porém, estão mais propensos à formação de stutter, 

dificultando as análises. Trinucleotídeos possuem a vantagem de baixa ocorrência de 

stutter, porém podem estar sob seleção e possuírem menos variabilidade. 
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Tetranucleotídeos, além de serem polimórficos, possuem menor ocorrência de formação 

de stutter, porém, podem ter alelos de tamanhos maiores. Penanucleotídeos costumam ser 

bastante polimórficos, porém raros e com alelos grandes. Hexanucleotídeos possuem 

alelos de tamanhos maiores, podem estar sob seleção e possuírem menor variabilidade 

(Gardner 2011).  

 

1.1.7 Sequenciamento massivo de DNA 
O método de Sanger de sequenciamento de DNA (sequenciamento de 1ª geração), 

publicado em 1977, foi o único método utilizado por cerca de 30 anos, sendo inclusive 

utilizado para o primeiro sequenciamento do genoma humano. Somente em 2005 que 

novos métodos começaram a surgir e revolucionar esta área, como o sequenciamento por 

síntese desenvolvido pela 454 Life Sciences (atualmente Roche) e o protocolo de 

sequenciamento Multiplex Polony desenvolvido pelo laboratório do Professor George 

Church, sendo que ambas as tecnologias utilizavam estratégias que reduziam o volume 

de reação inicial e aumentava o número reações de sequenciamento. Apesar do primeiro 

aparelho com tecnologia 454 gerar cerca de 50 vezes mais sequências com um custo seis 

vezes menor que um sequenciador por capilaridade, houve ceticismo da comunidade 

científica com a nova tecnologia, assim como também ocorreu quando do surgimento do 

método de Sanger (Schuster 2008). 

Conforme ocorre com boa parte das novas tecnologias, elas são aprimoradas com 

o passar dos anos, e o mesmo aconteceu com o que veio a ser chamado de sequenciamento 

de nova geração (NGS)/sequenciamento massivo paralelo de DNA/sequenciamento de 2ª 

geração/sequenciamento de alta performance. Diversas plataformas foram criadas com 

esta metodologia (como por exemplo Solexa/Illumina, SOLiD – Sequencing by Oligo 

Ligation Detection e Ion Torrent), sendo que todas possuíam três pontos em comum: 

preparação de bibliotecas de DNA independente da clonagem de fragmentos de DNA em 

bactérias, milhares a milhões de sequenciamentos em paralelo em vez de centenas e o 

resultado do sequenciamento ser detectado sem a necessidade de eletroforese (Schuster 

2008, Van Dijk 2014).  Com o uso desta tecnologia de sequenciamento é possível 

produzir maior volume de sequências com a mesma quantidade de DNA inicial e resulta 

em economia de tempo e redução de custo por base quando comparado ao 

sequenciamento de Sanger, sendo especialmente úteis para o sequenciamento de um 

maior número de amostras (Carvalho & Silva 2010, Illumina 2020ª, Darby 2016). Porém, 
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se utilizado menos que 20 alvos diferentes, o custo-benefício e o tempo necessário se 

tornam mais atrativos com o sequenciamento de Sanger. Outro desafio dessa tecnologia 

é que exige um fluxo de trabalho de tratamento de dados com utilização de ferramentas 

de bioinformática (Illumina 2019, Illumina 2020a), além de que, por enquanto, também 

há a limitação do tamanho das sequências de DNA, gerando reads de tamanhos inferiores 

às geradas pelo sequenciamento de Sanger (Van Dijk 2014, Mardis 2017).  

Devido ao esforço contínuo de diversos grupos de pesquisa e empresas em 

aprimorar técnicas de sequenciamento de DNA, o custo para se obter genomas completos 

vem diminuindo com o passar dos anos. Até 2008, a tendência de redução de custo de 

sequenciamento seguia a da Lei de Moore, que determina que a capacidade dos 

computadores dobra a cada dois anos. Porém, com a substituição do sequenciamento de 

Sanger pelo NGS, o custo do sequenciamento teve uma queda brusca e a tendência se 

distanciou da linha da Lei de Moore, conforme pode ser visto no gráfico 5, abaixo. O 

custo para o primeiro sequenciamento completo do genoma humano, que possui 

aproximadamente 3.2 bilhões de pares de bases e demorou mais de 10 anos para ser 

sequenciado (1990-2003), foi de pouco menos que 3 bilhões de dólares (valor não 

corrigido), e, atualmente, é possível sequenciar um genoma com tamanho similar ao 

genoma humano por cerca de mil dólares, e há, inclusive, a perspectiva de que estes 

sequenciamentos serão, em um futuro próximo, ofertados por US$100,00 (Veritas 2019, 

NIH 2020). 
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Gráfico 1- Histórico do custo para sequenciamento de DNA. O custo de sequenciamento de 
DNA vem diminuindo com o passar dos anos devido ao desenvolvimento e melhoramento das 
tecnologias. Uma queda brusca pode ser observada nos gráficos no ano de 2008, que representa 
quando os centros de sequenciamento passaram a usar a tecnologia NGS em vez de 
sequenciamento de Sanger. A- Histórico do custo para sequenciamento por Mb (1Mb = 1 milhão 
de pares de bases) de DNA. B- Histórico do custo para sequenciamento de genoma de tamanho 
similar ao genoma humano (3.2 bilhões de pares de bases). Os gráficos foram construídos com os 
valores fornecidos pelo National Human Genome Research Institute e estes valores não refletem 
todos os custos envolvidos no sequenciamento, como, por exemplo, o desenvolvimento e 
melhoramento de ferramentas de bioinformática para análises do genoma (NIH 2020). 
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Para este trabalho, foi utilizado o aparelho de NGS da Illumina “MiSeq”, lançado 

em 2011 e especialmente conveniente para sequenciamento de amplicons (Liu 2012), 

sendo que, dentre as plataformas da Illumina disponíveis atualmente, esta é a capaz de 

gerar o maior tamanho de reads (até 300pb), fator importante também para a montagem 

de contigs. Com tempo de sequenciamento de 4 a 55 horas, é capaz de gerar até 15Gb de 

dados e até 25 milhões de reads por corrida (Illumina 2020b). Apesar do comprimento 

das reads geradas ser pequeno quando comparado a outros sequenciadores com outras 

metodologias (Besser 2018), as características mencionadas, juntamente com o baixo 

custo de sequenciamento, vem tornando o MiSeq uma das plataformas de sequenciamento 

mais utilizadas no mundo (Caporaso 2012, Schirmer 2015, Shokralla 2015).  

De forma simplificada, à sequência do DNA alvo são adicionados os indexes (para 

identificação individual da amostra) e os adaptadores para hibridização por 

complementariedade de sequências com os oligonucleotídeos presentes na flow cell. Em 

seguida, há a amplificação de ponte destas sequências para a formação de clusters com 

posterior remoção das sequências reverse, e então o sequenciamento por síntese ocorre 

com o uso de nucleotídeos marcados com fluorescência, sendo adicionado apenas um por 

sequência em cada round e então é feita a leitura da base (figura 8). Esta metodologia de 

incorporar apenas um nucleotídeo de cada vez faz com que a tecnologia da Illumina 

produza significantemente menos erros do tipo indel quando comparado a outras técnicas 

de NGS, porém, é comum que mais erros aconteçam no final das reads (Cao 2005).  
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Figura 8- Representação simplificada de sequenciamento na plataforma MiSeq. O primeiro 
passo para o sequenciamento é a adição dos indexes ao DNA alvo. A estes indexes estão ligadas 
as sequências de adaptadores, que irão hibridizar com os oligonucleotídeos presentes na flow cell. 
As sequências contendo o DNA alvo são então amplificadas diversas vezes formando 
amplificação de ponte entre os adaptadores e oligonucleotídeos da flow cell, dando origem aos 
clusters (diversas cadeias de nucleotídeos com a mesma sequência). A cada round, um 
nucleotídeo marcado com fluorescência é adicionado ao processo de sequenciamento por síntese, 
e então é feita a leitura da sequência.   

Anteriormente à tecnologia do NGS, a identificação de microssatélites era feita 

através de um trabalhoso processo de enriquecimento, clonagem e então sequenciamento 

de Sanger de determinado locus, e depois as análises costumavam ser realizadas pela 

comparação dos tamanhos dos fragmentos de PCR utilizando eletroforese, e o tamanho 

indicaria o número de repetições do STR alvo (Tang 2017). Porém, com o NGS é possível 

identificar centenas de microssatélites após apenas um sequenciamento contendo o DNA 

do organismo alvo, tornando o NGS uma metodologia comum para o desenvolvimento 

de microssatélites em organismos não-modelo (Chabot 2011, McCracken, Nowak 2014, 

Blower 2015, Pirog 2015, Maduna 2017), além de reduzir o custo em 2 a 5 vezes e 

também reduzir consideravelmente o tempo despendido para o desenvolvimento quando 

comparado a metodologia tradicional de desenvolvimento de microssatélites (Abdelkrim 

2009, Santana 2009, Catoe 2010, Csencsics 2010, Mlausa 2011). Da mesma forma, as 

regiões microssatélites selecionadas podem ser sequenciadas por NGS para realizar as 

análises de parentesco, resultando em diversas reads para cada região amplificada. 

Porém, devido à limitação de tamanho das reads geradas pelo MiSeq, os amplicons 

precisam ter um tamanho relativamente pequeno e, por isso, neste trabalho não foi 
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possível utilizar os marcadores desenvolvidos por Ferreira (2012), que apesar de não 

terem sido desenhados especificamente para S. similis também foram capazes de 

amplificar para a espécie e aparentam ser polimórficos, porém possuíam produtos de PCR 

com tamanhos superiores aos indicados para o uso deste equipamento.  

Para o sequenciamento total do genoma de um indivíduo, costuma ser necessária 

a realização de mais de um ciclo de sequenciamento, fazendo com que todas as bases 

sejam sequenciadas e possuam uma boa cobertura, que resultará em maior confiabilidade 

dos dados. Dentre os fatores envolvidos para determinar o tempo e número de 

sequenciamentos para se obter a sequência completa estão o equipamento e reagentes 

utilizados, assim como o tamanho do genoma a ser sequenciado. No caso do 

sequenciamento apenas do DNA mitocondrial, por possuir cerca de apenas 16.500pb em 

mamíferos (Taanman 1999), é possível determinar sua sequência completa com apenas 

um ciclo no NGS.  

 

1.1.8 DNA mitocondrial 
O DNA mitocondrial (mtDNA) é um genoma a parte do genoma nuclear, presente 

no citoplasma de quase todas as células eucarióticas, e sua importância se dá 

principalmente nas vias de produção de energia das células. A forma de herança do 

mtDNA é um assunto bastante debatido, sendo que por muito tempo foi aceito que sua 

herança, ao menos em mamíferos, era apenas materna. Porém, cada vez mais estudos vem 

discutindo essa questão ao relatarem que também pode ocorrer contribuição do mtDNA 

paterno na formação de um novo indivíduo, inclusive humanos (Luo 2018).  A ocorrência 

de heteroplasmia mitocondrial (ocorrência de mais de um haplótipo mitocondrial em um 

mesmo indivíduo) já foi demonstrada em animais como camundongos (Gyllensten 1991), 

gado (Sutovsky 1999), ovelhas (Zhao 2004), macacos (St John e Schatten 2004) e também 

em aves (Kvist 2003).  

Em humanos, o mtDNA é uma molécula circular de 16.569 pb composta por 37 

genes, dos quais 13 são codificadores de proteínas, dois genes de RNA ribossomal 

(rRNA) e 22 genes de RNA transportador (tRNA), além do D-loop, uma região 

controladora não-codificante, responsável pela regulação dos mecanismos de transcrição 

e replicação do genoma mitocondrial (Anderson 1981, Taanman 1999). Esta composição 
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é similar no mtDNA de aves, porém, com uma organização diferente próximo ao D-loop, 

conforme mostra a figura 9, abaixo (Quinn & Wilson 1993, Reyes 2004). 

 

Figura 9- Organização do mtDNA em mamíferos e em aves. O genoma mitocondrial de aves 
e mamíferos possui composição conservada quanto ao número de genes e tamanho similar, porém, 
a organização dos genes próximos à região controladora D-loop possui uma pequena divergência, 
conforme destacado na imagem. A- mtDNA de mamíferos. B- mtDNA de aves. Imagem adaptada 
de Reyes (2004).   

Marcadores moleculares de mtDNA têm sido frequentemente utilizados para a 

identificação de espécies e estudos filogenéticos por uma série de razões. Diferentemente 

do DNA nuclear, o mtDNA possui centenas de cópias por célula, sendo essa abundância 

bastante útil quando há disponibilidade de apenas uma pequena quantidade de amostra 

ou quando o DNA se encontra degradado (Wilson 1995 apud Tocchetto 2014, Bender 

2000). Além disto, não sofre recombinação. Isso resulta na redução da diversidade dentro 

da espécie, o que, consequentemente, torna os marcadores mitocondriais adequados para 

a identificação de espécies (Dawnay 2007, Rojas 2011). Por não estar associado a 

histonas, a ausência de enzimas corretoras e a alta exposição aos radicais livres 

mutagênicos no ambiente oxidativo da mitocôndria faz com que o mtDNA apresente 

taxas de mutação mais elevadas, sendo estimada em dez vezes maior do que a do DNA 

nuclear (Wilson 1995 apud Tocchetto 2014). Isto resulta em um acúmulo de diferenças 

entre espécies, permitindo distinguir até mesmo espécies muito próximas (Budowle 

2003). 

Um dos bancos de dados genéticos mais famosos da atualidade é o BOLD 

(Barcode Of Life Database) (https://www.boldsystems.org/), que armazena sequências 

do citocromo oxidase C subunidade I (COI) de diversas espécies. Porém, como diferentes 
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partes do mtDNA evoluem com diferentes taxas de mutação (Avise 1986, Roques 2006), 

há a discussão sobre quais seriam os melhores genes a serem utilizados nas análises de 

filogenia ou identificação de espécies (Brown 1979, Moore 1995, Johns 1998).  Inclusive, 

no sistema do BOLD há a informação de que, apesar de utilizar o COI para identificar 

espécies, a “validação adicional com marcadores genéticos independentes será desejável 

em algumas aplicações forenses” (BOLD Systems 2020). Utilizar somente a região do 

COI para identificação molecular de aves também pode resultar em falhas na delimitação 

de espécies alopátricas estreitamente relacionadas (espécies resultantes de isolamento 

geográfico seguido por isolamento reprodutivo) ou de espécies irmãs que hibridizaram 

(Aliabadian 2009). Assim, é importante ter mais informações sobre o genoma da(s) 

espécie(s) em estudo além do COI. Um exemplo desta importância é o projeto Bird 10K 

(https://b10k.genomics.cn/), que visa obter informações genéticas sobre mais de 10 mil 

espécies de aves ainda existentes. Recentemente, o projeto divulgou o sequenciamento 

do mtDNA de 336 espécies e, estas informações, juntamente com outras sequências já 

disponibilizadas, estão sendo utilizadas em estudos de diversidade molecular e filogenia, 

que poderão também lançar novas perspectivas em estudos evolutivos e auxiliar em 

projetos de conservação de espécies (Zhang 2015, B10K 2016, Feng 2020).  
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1.2 Justificativa e relevância do projeto 
Considerando o elevado número de apreensões de S. similis em cativeiro de forma 

irregular e fraudes nas anilhas, vê-se a necessidade do desenvolvimento de um teste de 

filiação genético para auxiliar na fiscalização de criatórios, resultando no cumprimento 

da resolução do CONAMA n° 487, de 15 de maio de 2018. Os marcadores moleculares 

do tipo microssatélite selecionados também poderão ser úteis para avaliar a genética 

populacional destes animais e auxiliar nas técnicas de manejo dos criatórios e 

conservação, além de auxiliarem na investigação de rota de tráfico da espécie, caso sea 

utilizado juntamente com estudos de genética de populações. Da mesma forma, a 

sequência mitocondrial também poderá ser utilizada em análises forenses para detecção 

de tráfico de S. similis, assim como para estudos evolutivos.  
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1.3 Objetivo 
Sequenciar e anotar o mitogenoma e buscar regiões polimórficas no genoma nuclear 

para desenvolvimento de teste de filiação baseado em microssatélites para Saltator similis 

(Ordem Passeriformes, Família Thraupidae) com o uso da tecnologia de NGS. 

 

1.3.1 Objetivos específicos 
-Isolar, sequenciar, montar e anotar o DNA mitocondrial completo de S. similis; 

-Buscar microssatélites nos contigs de DNA genômico e sintetizar conjuntos de primers 

para as regiões selecionadas; 

-Padronizar as reações de PCR e avaliar o sequenciamento dos amplicons; 

-Avaliar o grau de informatividade dos loci selecionados; 

-Avaliar o potencial de uso dos loci selecionados para genotipagem; 

-Realizar teste de validação com amostras de criatórios. 
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1.4 Metodologia 
1.4.1 Fluxograma do trabalho 

As figuras 10 e 11, abaixo, são representações esquemáticas da metodologia 
utilizada neste trabalho. Para facilitar a compreensão, foi adicionado, à direita do 
esquema, maiores informações ou resultados.  

 

 
Figura 10- Representação esquemática da metodologia utilizada no sequenciamento do DNA mitocondrial. 
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Figura 11- Representação esquemática da metodologia utilizada para desenvolvimento do 
teste de filiação. 

 

1.4.2 Obtenção das amostras 
As amostras de músculo utilizadas tanto para o sequenciamento do DNA 

mitocondrial como para o desenvolvimento do teste de paternidade foram obtidas de S. 

Extração de DNA total

Sequenciamento DNA total

Montagem dos contigs

Busca por microssatélites

Síntese de primers e 
padronização de PCR

Protocolo de fenol e 
clorofórmio

MiSeq

MIRA

MSatCommander

59 conjuntos de primers

Seleçao dos melhores 
conjuntos de primers

Síntese de primers com 
adaptadores e padronização 

de PCR

25 conjuntos de primers com 
adaptadores

Teste 1 no MiSeq 21 conjuntos de primers com 
adaptadores e 10 indivíduos

Extração de DNA com kit 
GTS de amostras de 
músculo extraídas de 

indivíduos oriundos do 
CETAS-BH (amostras TF) 

Análise das sequências 
geradas

Teste 2 no MiSeq 17 conjuntos de primers com 
adaptadores e 47  indivíduos

Teste 3 no MiSeq 17 conjuntos de primers com 
adaptadores e 21  indivíduos

Extração de DNA  com 
protocolo de precipitação em 

isopropanol de amostras 
sangue em papel FTA de 
indivíduos de  criatório 

(amostras AC) com relação 
de parentesco conhecida

Genotipagem e análise dos 
loci

Todas as amostras

Teste de paternidade piloto Amostras AC
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similis que vieram a óbito em decorrência do tráfico de animais e tiveram a confirmação 

da identificação pela equipe de biólogos e médicos veterinários do Centro de Triagem de 

Animais Silvestres (Cetas) de Belo Horizonte-MG. As coletas foram permitidas pela 

Autorização para Atividades com Finalidade Científica número 024/2016, emitida pelo 

Instituto Estadual de Florestas (IEF) de Minas Gerais, pela autorização SISBIO 

(Ibama/ICMBio) número 56471 e pela autorização da Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) número 37/2017. O acesso ao genoma de Saltator similis possui licença 

SisGen (Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado) número A4B3AD8. Os indivíduos foram identificados como 

“TF” seguido do número, sendo 52 amostras no total. Não há registro de relação de 

parentesco ou origem entre estas 52 amostras coletadas, podendo, portanto, conter 

indivíduos proximamente relacionados assim como também de indivíduos distantes 

geograficamente e genealogicamente. Além disto, por ser uma espécie sem dimorfismo 

sexual, não havia informação sobre o sexo de cada indivíduo.  

Já as amostras do criatório para a validação do teste de paternidade se tratavam de 

uma gota de sangue em papel FTA (figura 12), que contém reagentes que lisam as células 

sanguíneas e liberam o DNA, que é preservado da ação de nucleases e também inativam 

e inibem o crescimento de microrganismos, permitindo que as amostras sejam estocadas 

a temperatura ambiente por um longo período de tempo (MERCK 2018). Esta forma de 

coleta de amostra de DNA já é rotina nos criatórios, uma vez que este é o procedimento 

de envio de material para laboratórios para sexagem, realizada por PCR podendo ter como 

alvo a presença ou ausência do cromossomo W (presente somente nas fêmeas) (Unigen 

2021) ou pelo número de bandas correspondente ao tamanho do gene CHD do 

cromossomo Z e cromossomo W, sendo que as fêmeas, por serem heterozigóticas, é 

possível observar duas bandas de tamanhos diferentes enquanto que nos machos, 

homozigóticos, apenas uma banda é observada (STABvida 2021). Estas amostras foram 

todas cedidas por um mesmo criatório do estado de Minas Gerais e foram identificadas 

como “AC” seguido do número, sendo 21 amostras no total. Estas amostras possuíam 

relação de parentesco conhecida e indicada pelo criatório que forneceu as amostras.  
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Figura 12- Amostra de sangue de indivíduo de criatório em papel FTA. Foi utilizada como 
referência de tamanho, à direita, marcações milimétricas. 

 

1.4.3 Extração de DNA 
Diversos protocolos de extração de DNA foram testados de acordo com o tipo de 

amostra e o uso do DNA. Os DNAs extraídos foram testados quanto à sua qualidade e 

integridade em eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampão TBE 0,5% (1.1 M Tris, 

900 mM Borato, 25 mM EDTA, pH 8,3, Phoneutria) corado com brometo de etídio e 

revelado em luz UV. A quantificação foi realizada com Qubit (Thermo Fischer 

Scientific), que é mais sensível que quantificações realizadas por absorbância, pois 

detecta apenas fluoróforos que se ligam seletivamente ao DNA (Thermo Fischer 

Scientific 2021).  

1.4.3.1 Extração não-diferencial de DNA de amostra de músculo com Kit GTS (Phoneutria) 

As amostras de músculo de 52 indivíduos oriundos do CETAS-BH tiveram seu 

DNA extraído com o kit GTS de acordo com as especificações do fabricante. Cerca de 

40 mg de tecido muscular foram cortados em pequenos fragmentos aos quais se adicionou 

proteinase K, TEN9 (50 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 200 mM NaCl, pH 9) e SDS 

(Dodecil sulfato de sódio) 20%, mantendo-se a solução a 56°C overnight. No dia seguinte, 

foi adicionado RNAse por 1 hora a 56°C e em seguida iniciou-se o protocolo de extração 

com solução de lise, seguido de purificação com sílica e solução de lavagem A e B. Após 

a secagem, o DNA foi eluído em tampão TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8). As 

amostras extraídas com este protocolo foram utilizadas no teste 1 e teste 2 do MiSeq. 

1.4.3.2 Extração não-diferencial de DNA de amostra de músculo com protocolo de fenol e 
clorofórmio 

Este protocolo foi realizado para extração de DNA da amostra de músculo 

utilizada no sequenciamento total (primeiro sequenciamento realizado neste trabalho). 

Para isto, foi adicionado, em um tubo de 1,5ml, 60 µl de TEN9, 6 µl de SDS 20% e 4 µl 

de proteinase K a 10 mg/ml e incubado overnight a 56°C, juntamente com amostra de 
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músculo macerado. No dia seguinte, foram adicionados 70 µl de fenol equilibrado (pH 

alcalino, Phoneutria) e 70 µl de clorofórmio (Synth). Após a centrifugação por 5 minutos 

a 13.400 rpm, a fase superior foi coletada em novo tubo e então adicionados mais 70 µl 

de clorofórmio e novamente centrifugado com as mesmas condições anteriores. A fase 

superior foi coletada em um novo tubo e adicionados 50 µl de beads magnéticas 

(Beckman Coulter) por 5 minutos. Em seguida, o tubo foi colocado em uma placa 

magnética por 5 minutos e depois teve seu sobrenadante retirado. Ainda na placa 

magnética, foram adicionados 200 µl de álcool 80% (preparado no momento da extração 

com água ultrapura) e logo removido. Esta etapa foi repetida duas vezes. Em seguida, o 

álcool foi evaporado e então adicionados 25 µl de tampão TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, 

pH 8, Phoneutria), que foi homogeneizado vagarosamente com o pellet. Após 3 minutos, 

o tubo retornou à placa magnética, onde permaneceu por mais 5 minutos. O sobrenadante, 

contendo o DNA purificado, foi transferido para um novo microtubo. 

1.4.3.3 Extração não-diferencial de DNA de amostra de sangue em papel FTA com protocolo de 
precipitação em isopropanol 
 O pedaço de papel contendo a amostra de sangue foi levado ao vortex em um tubo 

com 450 µl de SEB (Stain Extraction Buffer – 10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 mM 

NaCl, 2% SDS, pH 7,5) e 20 µl de proteinase K 10mg/mL e em seguida incubado em 

banho-maria a 56°C por 18 horas. O pedaço de papel foi então retirado e o líquido foi 

transferido para uma coluna (spin basket) e centrifugado a 10.000 rpm por 2 minutos. Ao 

filtrado foi adicionado 500 µl de clorofórmio, homogeneizado e então centrifugado a 

15.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foi 

adicionado 500 µl de isopropanol e 50 µl de NaCl 5M, e então mantido a -20°C por 30 

minutos. Posteriormente houve a centrifugação a 14.000 rpm por 4 minutos, adição de 

200 µl de etanol 70% ao pellet e em seguida uma nova centrifugação de 15.000 rpm por 

3 minutos. Estas últimas etapas foram realizadas duas vezes. Após a secagem em 

temperatura ambiente, foi adicionado 40 µl de tampão TE, homogeneizado e incubado a 

56°C por 10 minutos. Este protocolo foi cedido pelo laboratório de DNA da Polícia Civil 

de Minas Gerais.   

1.4.3.4 Extração diferencial de mtDNA 

Foi utilizado o protocolo de Françoso et. al (2016), no qual o tecido foi 

homogeneizado com adição de 500 µl de solução contendo 0,32M de sacarose, 1mM de 

EDTA, 10mM de Tris-HCl com pH 7,8 e posteriormente centrifugado a 3.500 rpm por 

10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado para remover 
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restos de DNA nuclear. O sobrenadante foi então centrifugado a 12.000 rpm por 20 

minutos. No pellet resultante estava o mtDNA, e, portanto, o sobrenadante foi descartado. 

Adicionou-se 100 µl de Tris 10mM com pH 8, 2 µl de tampão 10X Reaction Buffer with 

MgCl2 for DNAse I (Thermo Scientific) e 1 µl de DNAse (Thermo Scientific). Após 30 

minutos a 37°C, a DNAse foi inativada por 10 minutos a 65°C e adição de 1 µl de EDTA 

100mM (Thermo Scientific). Em seguida, foram adicionados 5 µl de proteinase K a 10 

mg/mL e 5 µl de SDS 20% e deixado a 56°C overnight. No dia seguinte, foi adicionado 

1 µl de RNAse e mantida a mesma temperatura. Em seguida, foi adicionado 100 µl de 

fenol e 100 µl de clorofórmio e centrifugado a 13.400 rpm por 5 minutos. A fase superior 

foi coletada em novo tubo ao qual foram adicionados 100 µl de clorofórmio e novamente 

centrifugado. A fase superior foi coletada, adicionados 200 µl de solução de precipitação 

de DNA (Phoneutria) e mantido no freezer por 30 minutos e em seguida centrifugado a 

13.400 rpm por 10 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 300 µl de álcool 80% 

(preparado com água ultrapura e no momento da extração) e centrifugado a 13.400 rpm 

por 2 minutos. Esta etapa foi realizada duas vezes. O pellet ficou por 10 minutos a 37°C 

e depois foram adicionados 15 µl de tampão TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8) e 

homogeneizado, e então mantido a 37°C por 15 minutos. O espécime utilizado para 

extração do mtDNA foi depositado no centro de coleções taxonômicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais (voucher DZ7289). 

 

1.4.4 Sequenciamentos no MiSeq 
DNA total de um indivíduo de S. similis extraído pelo protocolo de fenol e 

clorofórmio foi sequenciado utilizando estratégia paired-end 301/301. Essas etapas foram 

realizadas por membros do Laboratório de Biotecnologia e Marcadores Moleculares em 

2016 e não foi suficiente para se obter a sequência completa do mtDNA, mas foi 

suficiente para a detecção de regiões microssatélites. Para o DNA mitocondrial e teste 2 

e 3 com microssatélites, o sequenciamento foi realizado utilizando a estratégia de single-

read de 300 ciclos. Para o teste 1 no MiSeq com os microssatélites, foi utilizada estratégia 

paired-end 181/121. A estratégia utilizada nos testes 1 a 3 no MiSeq foi a de pseudo-

multiplex, no qual cada par de primer é utilizado individualmente para amplificar o DNA 

alvo de cada indivíduo e depois os amplicons de todos os loci do mesmo indivíduo são 

agrupados para a PCR index, conforme descrito por Pimentel (2018).  
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No teste 1 do MiSeq, foram sequenciadas 10 amostras escolhidas ao acaso 

oriundas do CETAS-BH (amostras TF3, TF9, TF14, TF16, TF17, TF18, TF21, TF23, 

TF25 e TF26) amplificadas para 25 conjuntos de primers. O Objetivo deste primeiro teste 

com número reduzido de amostras foi fazer uma seleção prévia dos loci (formação de 

dímeros de primers, falhas no sequenciamento ou polimorfismo muito baixo), reduzindo, 

assim, o número de loci para a próxima etapa com todas as amostras TF. O teste 2 no 

MiSeq foi realizado com 21 loci previamente selecionados e 47 indivíduos TF (os 

indivíduos TF9, TF16, TF18, TF21 e TF23 foram sequenciados novamente nesta etapa), 

totalizando 52 indivíduos TF sequenciados. Como as amostras de criatório (amostras 

AC1-AC21) foram recebidas posteriormente, estas foram então sequenciadas no teste 3 

do MiSeq.  

As bibliotecas, com exceção do DNA total (indexado com o kit Nextera), foram 

indexadas com o kit Nextera XT (Illumina). Todos os sequenciamentos foram analisados 

quanto à qualidade das reads geradas utilizando FastQC 0.11.8 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/).  

 

1.4.5 Montagem de contigs 
Foram utilizados os seguintes programas para montagem dos contigs neste 

trabalho: MIRA 4.0 (Chevreux 1999), CLC Genomics Workbench 9.0.1 (CLC bio 

QIAGEN, Alemanha, https://www.qiagenbioinformatics.com/) e Geneious 11.1.15 

(https://www.geneious.com).  

 

1.4.6 Anotação do mtDNA 
A anotação automática do contig mitocondrial foi feita com MITOS WebServer 

(Bernt 2013). A anotação foi corrigida manualmente com auxílio do software ExPASy 

(Gasteiger 2003) e comparação com sequências disponíveis no GenBank. 

 

1.4.7 Busca por microssatélites 
Os contigs de DNA total gerados utilizando o programa MIRA 4.0 (Chevreux 

1999) foram submetidos ao programa MSatCommander 1.0.8 (Faircloth 2008) para 

encontrar sequências do tipo microssatélites (parâmetro: mínimo de seis repetições) e 

também para desenhar primers que amplificassem estas regiões (parâmetros: 40-60% de 
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conteúdo GC, tamanho mínimo do primer de 18pb e máximo de 25pb, tamanho do 

amplicon entre 100 e 450pb e temperatura de melting entre 53 e 65°C).  

 

1.4.8 Primers 
Todos os primers selecionados foram sintetizados pela empresa Integrated DNA 

Technologies (Coralville, Iowa, EUA). Os primers foram diluídos em tampão Tris-EDTA 

pH 8,0 (Phoneutria) para a concentração de 200 pmol/µl para a solução estoque. A 

solução de uso foi diluída em água ultrapura para biologia molecular na concentração de 

5 pmol/µl. Os primers que demonstraram bons resultados foram sintetizados novamente, 

porém, contendo as sequências dos adaptadores nas suas extremidades de acordo com o 

Protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (15044223 B) desenvolvido 

pela Illumina (Amplicon, Clean-Up, and Index 2013). Ao primer forward foi adicionada 

a seguinte sequência: 5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
[sequência do primer], enquanto que ao primer reverse foi adicionada a seguinte 

sequência: 5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[sequência do 

primer]. Estas sequências denominadas adaptadores permitem que as sequências index 

(que individualizam as amostras de NGS) se liguem ao fragmento de interesse, conforme 

mostrado na figura de Pimentel (2018), abaixo (figura 13).  

 

Figura 13- Representação esquemática do protocolo de amplificação das sequências alvo 
para sequenciamento. Aos primers selecionadas foram adicionadas sequências de adaptadores 
a suas extremidades, que permitem que as sequências index (utilizadas para individualização da 
amostra) se liguem ao fragmento alvo. Imagem retirada de Pimentel 2018 e reproduzida com 
autorização de Creative Commons Attribution License.  

 

1.4.9 PCRs para padronização dos pares de primers 
A padronização das PCRs para os conjuntos de primers sintetizados foi realizada 

com diferentes temperaturas de anelamento (50°C, 55°C e 60°C), quantidades de primer 

(5 µl, 2 µl e 1 µl), adição de DMSO (3% e 5%), número de ciclos na etapa de anelamento 
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e extensão (25, 30 e 35 ciclos) e pré-mix IC, IB e IVB 10x concentrado (Phoneutria). A 

composição do pré-mix IVB não é divulgada pelo fabricante, enquanto que a composição 

do pré-mix IC é 500 mM KCl; 100 mM Tris-HCl pH 8,4; 1% Triton X-100 20 mM; 

MgCl2 e a do pré-mix IB é similar à do pré-mix IC, porém com 15 mM de MgCl2. A 

quantidade de cada reagente utilizado na PCR está detalhada na tabela 2. Inicialmente as 

reações foram padronizadas com 5 ng de DNA. As reações foram feitas em termociclador 

Applied Biosystems, modelo Veriti. A programação do termociclador está reproduzida 

no quadro abaixo (tabela 3).  Para visualizar os resultados das PCRs, 5 µl de amplicon 

com 1 µl de tampão de amostra foram aplicados em gel de agarose 1,5% ou 2% em 

tampão TBE 0,5% (1.1 M Tris, 900 mM Borato, 25 mM EDTA, pH 8,3, Phoneutria) 

corado com brometo de etídio e revelado em luz UV.  

Tabela 2- Reagentes utilizados para montagem da PCR. As quantidades destacadas em negrito 
foram alteradas em algumas reações durante a padronização. Quando adicionado DMSO ou 
alterado a quantidade de algum outro reagente, havia alteração no volume de água para que o 
volume final de 25 µl fosse mantido.  

Reagente Quantidade por reação (µl) 

Água ultrapura 9,5 

Pré-mix 2X (Phoneutria)  12,5 

Primer Forward (5 pmol/µl) 1 

Primer Reverse (5 pmol/µl) 1 

DNA 1 

Volume total 25 

 

Tabela 3- Programação do termociclador. Os números destacados em negrito foram alterados 
em algumas reações durante a padronização. 

Temperatura (°C) Tempo  

94 2 min Desnaturação 

95 30 seg Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

30 ciclos 

60 45 seg 

72 40 seg 

72 5 min Extensão final 

4 ∞  
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1.4.10 Análise do sequenciamento de microssatélites e genotipagem 
As reads geradas pelos sequenciamentos no MiSeq foram analisadas com o 

pipeline utilizado por Pimentel et al. (2018 e 2020) e esquematizado na figura 14, 

desenvolvido pela Doutora Izinara Rosse, que também colaborou com a utilização deste 

pipeline neste trabalho. A primeira etapa realizada no processamento dos dados de 

sequenciamento foi a filtragem e trimagem das reads com a ferramenta PRINSEQ 

(PReprocessing and INformation of SEQuences) (Schmieder and Edwards, 2011). Este 

passo é importante para garantir que as análises posteriores não serão comprometidas por 

sequências de baixa qualidade que podem comprometer as conclusões. Os arquivos de 

entrada foram submetidos em formato FASTQ (formato baseado em texto que contém as 

sequências de nucleotídeos e seus índices de qualidade correspondentes) e foram filtradas 

as reads que possuíam qualidade Q<20 e tamanho menor que 30pb. O valor de qualidade 

(Q Score), ou Phred score, é um valor inteiro que representa a probabilidade estimada de 

erro, ou seja, a chance de a base estar incorreta, de acordo com a tabela 4. 

 

 

Figura 14- Representação esquemática da estratégia de genotipagem utilizada. O pipeline 
utilizado e a representação esquemática foram baseados em Pimentel 2018 e 2020.  
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Tabela 4- Valores de qualidade Phred e probabilidade de acurácia da base. 

Valor de qualidade 
Phred 

Probabilidade de a base 
estar incorreta 

Acurácia da base 

10 1 em 10 90% 
20 1 em 100 99% 
30 1 em 1.000 99.9% 
40 1 em 10.000 99.99% 
50 1 em 100.00 99.999% 

Informações da tabela retiradas de Illumina 2011.  

Após a filtragem das reads, foi feita a indexação e alinhamento das reads 

utilizando o Bowtie2 (Langmead e Salzberg 2012), etapa em que as reads são alinhadas 

contra um genoma de referência (no caso deste trabalho, as sequências referências 

utilizadas nesta etapa são as sequências nas quais foram identificadas as regiões 

microssatélites, contendo desde a região do primer forward até a região do primer 

reverse). Conforme especificado na linha de comando, os arquivos gerados pelo Bowtie2 

foram do tipo SAM (Sequence Alignment/Map) e, para melhorar a performance, foram 

convertidos, utilizando o SAMtools (Li 2009), em arquivos do tipo BAM (Binary 

Alignment/Map). Este tipo de arquivo é a representação binária de SAM e contém 

exatamente as mesmas informações (Li 2009). O SAMtools também é utilizado para a 

detecção de variantes.  

Como parte das análises, foram utilizados também os softwares Picard 

(http://broadinstitute.github.io/picard/) e GATK (Genome Analysis Toolkit) (McKenna et 

al. 2010). Posteriormente foi utilizado o programa RepeatSeq (Highnam 2013), que 

utiliza alinhamentos pré-existentes e utiliza arquivos do tipo vcf para identificação de 

variações diretamente pelas diferenças entre a sequência da read e a sequência referência 

(Cao 2015). Por fim, foi utilizado um script em linguagem Perl denominado 

GenotypeMicrosat.pl para converter os resultados em formato que comumente é utilizado 

nos programas de genética de populações e também para evitar falsos negativos. Para 

cada locus foi determinado o genótipo seguindo os seguintes critérios: máximo de 2 alelos 

por indivíduo por locus, mínimo de 7 reads por locus por indivíduo contendo a sequência 

completa e mínimo de 20% das reads correspondente ao segundo alelo para ser 

considerado heterozigoto.  

Além do pipeline mencionado acima, também foi utilizado o programa CHIIMP 

(Computational High-throughput Individual Identification through Microsatellite 

Profiling) (Barbian 2018), que utiliza o pacote R para realizar a análise de genótipos de 
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microssatélites. Os parâmetros utilizados foram: nrepeats 5, stutter.count.ratio_max 0.7, 

artifact.count.ratio_max 0.7, fraction.min 0.2 e counts.min 7. 

Conjuntamente com os programas mencionados, as análises também foram 

realizadas com os programas Geneious (https://www.geneious.com) e MEGA 6 (Tamura 

2013). Nestes, as reads de cada locus foram selecionadas de acordo com a sequência 

referência, e em seguida as mesmas foram alinhadas e então foi feita a análise dos 

microssatélites de forma manual, de forma a verificar os resultados obtidos nas outras 

análises bioinformáticas. No mapeamento contra a referência no programa Geneious os 

parâmetros utilizados foram: máx. mismatches por read 30%, máx. gaps por read 60%, 

máx. tamanho de gap 180.  

1.4.11 Análises genotípicas e de paternidade 
Após obter o genótipo de cada alelo para cada locus e indivíduo, foi utilizado o 

programa Cervus 3.0.7 (Marshall 1998) com parâmetros padrão definidos pelo programa, 

e que, através dos dados da genotipagem, calcula o número de alelos por locus, a 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) (equação 8.4, Nei 1987), frequência de 

alelos nulos (Summers e Amos 1997) e conteúdo de informatividade polimórfica (PIC) 

(Botstein 1980). Estas análises também foram realizadas com o programa STRAF 1.0.5 

(STR Analysis for Forensics) (Gouy 2017). O teste de desvio do equilíbrio de Hardy-

Weinberg (equação 7.8 Nei 1987) também foi realizado com o programa Cervus com 

avaliação da significância com correção de Bonferroni, correção de Yates para o valor de 

Chi-quadrado e frequência mínima esperada de 5.   

A análise de paternidade também foi realizada com o programa Cervus, cujo 

primeiro passo é realizar uma simulação de paternidade para estimar o poder de resolução 

de uma série de loci codominantes levando em consideração as suas frequências alélicas 

e também para estimar os valores verossimilhança estatística LOD (log natural da razão 

de verossimilhança geral) para permitir a avaliação estatística das relações de parentesco 

estabelecidas. Para a simulação de paternidade foram utilizados os genótipos das famílias 

oriundas de criatório com os parâmetros: par de pais (sexos desconhecidos), 100.000 

simulações de genótipos da prole, proporção de erros de genótipos da prole de 0,01, 

número mínimo de loci de 4, nível de confiança estrito de 95% e relaxado de 80%. Com 

o intervalo de confiança estrito estabelecido, a simulação identifica o valor crítico de LOD 

para que 19 a cada 20 LOD com valor superior a este são atribuídos aos progenitores 

candidatos que são os verdadeiros progenitores, enquanto que apenas um a cada 20 LOD 
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com valor superior sejam referente a possíveis progenitores que não são os verdadeiros 

progenitores, resultando em uma taxa de falsos positivos de 1 em 20. A escolha de se 

utilizar a opção de sexos desconhecidos foi devido ao fato de que a espécie não possui 

dimorfismo sexual e, assim, animais sem sexagem ou com sexagem errônea poderiam 

interferir nas análises. Para a análise de paternidade, todos os possíveis progenitores 

foram comparados com todos os filhotes (escolhendo a opção do programa “progenitor 

aparece como uma coluna para toda a prole”) e o resultado continha os dois progenitores 

mais prováveis de serem os pais de determinado filhote de acordo com a pontuação de 

LOD.  
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1.5 Resultados e discussão  
1.5.1 Teste de filiação de S. similis 
 

1.5.1.1 Sequenciamento do DNA total 

O sequenciamento do DNA de S. similis gerou 8,81 GB de dados e resultou em 

35.521.090 reads (R1 e R2). A figura 15, abaixo, mostra a qualidade das reads para R1. 

Assim como pode ser observado nessa imagem, é comum a queda na qualidade com o 

passar dos ciclos do sequenciamento. Isso é causado pelo fato de que moléculas únicas 

em um cluster ficam fora de sincronia, e em cada ciclo do sequenciamento, moléculas 

individuais do cluster podem não conseguir obter uma base recém-sintetizada (Dohm 

2008, Tan 2019). A montagem utilizando o programa MIRA 4.0 resultou em 387.395 

contigs, que foram então submetidos ao programa MSatCommander para realizar a busca 

por microssatélites.  

 

Figura 15- Qualidade das bases das reads R1 do sequenciamento do DNA total. O eixo Y 
mostra o valor de qualidade e o eixo X a posição da base na read. O background do gráfico é 
dividido em qualidade muito boa (verde), qualidade razoável (laranja) e qualidade ruim 
(vermelho). A linha vermelha representa a mediana e a linha azul a média da qualidade.  A caixa 
amarela representa o inter-quartil (25-75%). O gráfico foi gerado pelo programa FastQC 0.11.8 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). 

 

1.5.1.2 Seleção de pares de primers para microssatélites 

A análise do MSatCommander encontrou 3.827 regiões microssatélites e foram 

desenhados 2.231 conjuntos de primers (tabela 5). Estes números mostram que, 

atualmente, com o NGS, comparado às metodologias tradicionais, a descoberta de 
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microssatélites e desenho de marcadores não é mais uma etapa limitante, sendo estas 

etapas a triagem e validação dos loci (Wei 2014). Vale ressaltar também que o número 

de regiões microssatélite encontradas nesta análise é dependente do software e parâmetros 

utilizados na busca, e que, além do MSatCommander (Faircloth 2008) utilizado, existem 

outras ferramentas similares para este tipo de análise, como MISA (MicroSAtellite 

identification tool) (Thiel 2003), PAL_FINDER (Castoe 2012), Phobos (plugin do 

software Geneious) (Keatse 2012), SSR Locator (Da Maia 2008) e GMATo (Wang 2013), 

e que podem trazer resultados ligeiramente diferentes (Hodel 2016). Nesta busca, foram 

excluídos os mononucleotídeos, uma vez que estes são mais difíceis de se trabalhar com 

precisão (Sun 2006) e, portanto, são frequentemente eliminados dos estudos (Kim 2008), 

sendo raramente incluídos em trabalhos que utilizam microssatélites (Guichoux 2011). 

Dentre os conjuntos de primers desenhados que possuíam amplicon esperado 

entre 100 e 160pb, foram selecionados 59 conjuntos de primers para serem sintetizados, 

conforme mostrado na tabela 5 e detalhado na tabela 6. Este tamanho máximo de 

fragmento foi definido devido à limitação de tamanho das reads do MiSeq e queda da 

qualidade após um certo número de bases sequenciadas. A grande maioiria dos primers 

escolhidos possuíam temperatura de melting entre 58 e 60°C, temperatura considerada 

ótima (Butler 2005, Hill 2009). Tais conjuntos de primers foram testados na PCR com os 

pré-mix IB, IC e IVB, temperaturas de anelamento de 60°C e 65°C e 30 ciclos, sendo os 

melhores resultados obtidos quando utilizado o pré-mix 1B e 60°C (figura 16). Com base 

nestes resultados, optou-se por continuar o desenvolvimento do teste de paternidade 

apenas com aqueles conjuntos de primers em que foi possível visualizar a banda no gel 

de agarose, resultando na escolha de 25 conjuntos de primers para a próxima etapa de 

síntese com adaptadores (cujos números aparecem sublinhados na figura 17 e em negrito 

e com fundo acinzentado na tabela 6), sendo que nenhum destes possuía motivo de 

repetição de hexanucleotídeos.  
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Tabela 5- Quantidade de microssatélites encontrados e primers sintetizados. Os parâmetros 
da busca pelos microssatélites no MSatCommander (Faircloth 2008) foram: 40-60% de conteúdo 
GC, tamanho mínimo do primer de 18pb e máximo de 25pb, tamanho do amplicon entre 100 e 
450pb e temperatura de melting entre 53 e 65°C. Os primers sintetizados foram escolhidos dentre 
os que possuíam tamanho de amplicon entre 100 e 160pb.  

 Microssatélites 
encontrados pelo 
MSatCommander 

Pares de primers 
sintetizados 

Dinucleotídeos 2.081 21 

Trinucleotídeos 472 18 

Tetranucleotídeos 726 14 

Pentanucleotídeos 433 4 

Hexanucleotídeos 114 2 

Total 3.827 59 

 

 

 

 

 

 

Figura 16- Resultado da PCR com os pares de primers sintetizados sem adaptadores em gel 
de agarose. A figura mostra gel de agarose 1,5% em TBE 0,5X corado com brometo de etídio e 
revelado em luz UV referente a 5µl de produtos da PCR com todos os conjuntos de primers 
sintetizados. As reações foram realizadas utilizando pré-mix IB, 30 ciclos e temperatura de 
anelamento de 60°C. Foi utilizado o padrão de peso molecular 641 (Phoneutria), que apresenta as 
bandas de 600,400 e 100 pb. Os conjuntos selecionados para serem posteriormente sintetizados 
com adaptadores têm seus respectivos números sublinhados na imagem.  
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Com o intuito de tornar a realização do teste de filiação mais ágil e uma possível 

padronização multiplex futuramente, optamos por utilizar as mesmas condições para 

todos os conjuntos de primers com adaptadores. Para os 25 conjuntos, obteve-se 

resultados melhores quando utilizados com o pré-mix IVB e 30 ciclos. Os resultados 

foram semelhantes quando utilizadas as temperaturas de anelamento de 55°C, 60°C ou 

65°C. Assim, optou-se por utilizar 60°C como padrão. Conforme mostrado na figura 17, 

nestas condições, houve amplificação de todos, exceto dos conjuntos 10, 18, 21 e 54. 

Estes quatro conjuntos não seguiram para os testes com o MiSeq, restando apenas 21 

conjuntos de primers com adaptadores (cujos números aparecem sublinhados na figura 

8). A adição das sequências dos adaptadores nas extremidades dos primers resulta em um 

aumento de 67 pb nos amplicons esperados, e, portanto, para melhor visualização no gel 

de agarose, foi utilizado o padrão de peso molecular 641 e 752 (Phoneutria), para que 

constasse as referências de 100 e de 200 pb. 

 

 

Figura 17- Resultado da PCR com os conjuntos de primers com adaptadores. A figura mostra 
gel de agarose 2% em TBE 0,5X corado com brometo de etídio e revelado em luz UV referente 
a 5µl de produto de PCR com todos os conjuntos de primers com adaptadores. As reações foram 
realizadas utilizando o pré-mix IVB (Phoneutria), 30 ciclos e temperatura de anelamento de 60°C. 
Foi utilizado o padrão de peso molecular 641 e 752 (Phoneutria), que apresentam as bandas de 
600, 400 e 100 pb e 700, 500 e 200 pb, respectivamente. Ocorreu amplificação de todos os 
conjuntos, exceto 10, 18, 21 e 54.



Tabela 6- Conjuntos de primers sintetizados e suas características. As sequências dos primers estão sem os adaptadores. Os conjuntos cujos números 
aparecem em negrito e com fundo acinzentado são aqueles que foram posteriormente sintetizados com adaptadores e, após padronização da PCR, seguiram para 
o teste 1 no MiSeq. 

 

TM= temperatura de melting, %GC= conteúdo de Guanina e Citosina. 



Não possuímos informações sobre a localização dos microssatélites ao longo do 

genoma, podendo ocorrer de duas ou mais regiões estarem próximas no genoma e serem 

herdadas conjuntamente. Além disto, se a região microssatélite em estudo estiver em um 

cromossomo sexual, o padrão de herança será diferente. Vale ressaltar que, em aves, a 

fêmea que é o sexo heterogamético, possuindo os cromossomos W e Z, enquanto os 

machos possuem duas cópias do cromossomo Z (Gianaroli 2013).  

Em uma tentativa de obter alguma informação sobre a localização no genoma das 

regiões selecionada e também verificar se poderia ter ocorrido contaminação e 

consequentemente amplificação de genoma humano no sequenciamento a partir do qual 

foram extraídas as regiões microssatélites de Saltator similis, foi realizado o alinhamento 

de cada sequência referência dos 21 loci selecionados para a próxima etapa contra o banco 

de dados GenBank utilizando o Blastn (Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide) 

(NCBI 1988). O resultado destes alinhamentos (mostrados na tabela 7, abaixo) indicou 

que não houve contaminação de DNA humano, uma vez que este tem sua sequência 

completa conhecida depositada e, portanto, se houvesse similaridade, o alinhamento 

retornaria esta informação. Das 21 sequências alinhadas, apenas oito retornaram com 

alguma similaridade, e estas sempre com espécies de aves (nenhuma de ocorrência no 

território brasileiro). Para L11, L15, L24 e L30, o alinhamento mostrou variação no 

número de repetições dos microssatélites e bastante similaridade na região de ligação dos 

primers, indicando que estes loci poderiam ser considerados para o estudo de 

microssatélites de outras espécies. O alinhamento de L32 também trouxe diferença na 

quantidade de repetições do microssatélite, porém também ocorreram diferenças nas 

regiões de ligação dos primers, o que poderia dificultar a utilização destes mesmos 

primers. 

O alinhamento no GenBank retornou apenas algumas informações e não foi 

possível verificar se alguma região selecionada está em cromossomo sexual. 

Possivelmente isso ocorreu devido à existência de relativamente poucas sequências 

gênicas de aves no banco de dados, ressaltando, mais uma vez, a importância de projetos 

que visam o sequenciamento de DNA de diversas espécies, como, por exemplo, o projeto 

Bird 10K, mencionado anteriormente, que pretende sequenciar o genoma mitocondrial 

e/ou o genoma nuclear de diversas espécies.  
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Tabela 7- Similaridade da sequência referência de cada locus contra o banco de dados 
GenBank. 

Locus Quantidade 
de sequências 

retornadas 

Max 
identidade 

(%)* 

Espécie com máxima 
identidade 

Gene/cromossomo 
associado 

L11 13 97,18 Taeniopygia guttata mitochondrial 
elongation factor 1 
(MIEF1) 

L14 sem similaridade 
L15 16 98 Geospiza fortis insulin like growth 

factor 1 receptor 
(IGF1R) 

L16 sem similaridade 
L19 sem similaridade 
L20 1 97,87 Erithacus rubecula cromossomo 4 
L23 sem similaridade 
L24 5 99,09 Zonotrichia albicollis SET binding protein 1 

(SETBP1) 
L26 sem similaridade 
L29 sem similaridade 
L30 70 99,3 Geospiza fortis BCL6 corepressor like 

1 (BCORL1) 
L32 1 82,5 Corvus 

brachyrhynchos 
não determinado 

L35 sem similaridade 
L36 sem similaridade 
L37 4 100 Apteryx australis 

mantelli 
não determinado 

L38 sem similaridade 
L39 sem similaridade 
L49 12 98,59 Zonotrichia albicollis cat eye syndrome 

critical region protein 
2 homolog 

L52 sem similaridade 
L53 sem similaridade 
L57 sem similaridade 

*similaridade apenas de fragmentos e não sequência referência completa. 

 

1.5.1.3 Teste 1 no MiSeq 
A proposta deste teste 1 no MiSeq foi avaliar a qualidade dos loci selecionados 

quando submetidos ao NGS e também obter informação prévia sobre o polimorfismo das 

regiões selecionadas, com o intuito de se reduzir custos e tempo de manipulação no teste 

2 no MiSeq ao se retirar dos experimentos os loci que não apresentaram boas perspectivas. 

O sequenciamento dos amplicons dos 21 conjuntos de primers selecionados para 

dez indivíduos resultou em 55.900 reads de tamanhos de 35 a 181 pb. Conforme mostrado 

na figura 18, a qualidade das bases foi majoritariamente considerada muito boa até cerca 
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de 150pb, ocorrendo um decréscimo na qualidade das bases nas posições mais distantes 

do começo da sequência. Apesar de ter sido utilizada a estratégia de sequenciamento 

paired-end, apenas as reads R1 foram utilizadas nas análises, uma vez que a qualidade 

do sequenciamento das reads R2 foi ruim (figura 19). De forma geral, os dados gerados 

continham uma boa proporção de reads por indivíduo. Com o mapeamento das reads 

contra a referência, utilizando o programa Geneious 11.1.15 (https://www.geneious.com), 

obtivemos o número de reads de cada indivíduo para cada locus, e, em alguns casos, 

poucas reads foram geradas para determinados loci resultando em comprometimento das 

análises, como, por exemplo, a existência de apenas duas reads do L49 do indivíduo TF18 

(tabela 8). Este mapeamento também trouxe a informação de quantas reads possuíam 

qualidade superior a Q30 e quantas não foram mapeadas contra nenhuma referência. O 

número de reads presentes no controle negativo não se trata necessariamente de 

contaminação e são abordadas no tópico 1.5.1.8 - controle negativo.  

 

Figura 18- Qualidade das bases das reads R1 do sequenciamento do teste 1 no MiSeq. As 
diferentes amostras apresentaram distribuição de qualidade da base sequenciada similar, sendo a 
mostrada na imagem referente às reads R1 do indivíduo TF14. O eixo Y mostra o valor de 
qualidade e o eixo X a posição da base na read. O background do gráfico é dividido em qualidade 
muito boa (verde), qualidade razoável (laranja) e qualidade ruim (vermelho). A linha vermelha 
representa a mediana e a linha azul a média da qualidade.  A caixa amarela representa o inter-
quartil (25-75%). O gráfico foi gerado pelo programa FastQC 0.11.9 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). 
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Figura 19- Qualidade das bases das reads R2 do sequenciamento do teste 1 no MiSeq. As 
diferentes amostras apresentaram distribuição de qualidade da base sequenciada similar, sendo a 
mostrada na imagem referente às reads R2 do indivíduo TF14. O eixo Y mostra o valor de 
qualidade e o eixo X a posição da base na read. O background do gráfico é dividido em qualidade 
muito boa (verde), qualidade razoável (laranja) e qualidade ruim (vermelho). A linha vermelha 
representa a mediana e a linha azul a média da qualidade.  A caixa amarela representa o inter-
quartil (25-75%). O gráfico foi gerado pelo programa FastQC 0.11.9 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). 

 



Tabela 8- Reads geradas no teste 1 no MiSeq. Número de reads geradas por indivíduo no teste 1 do Miseq, porcentagem de reads com qualidade superior a 
Q30, número de reads mapeadas, número de reads não mapeadas e número de reads por locus. O controle negativo passou por todas as reações e etapas das 
demais amostras, sendo a única diferença a ausência de DNA na PCR 

indivíduo ≥Q30(%) 

número 

total de 

reads 

número 

de reads 

mapeadas 

número 

de reads 

não 

mapeadas L11 L14 L15 L16 L19 L20 L23 L24 L26 

controle 

negativo 81,3 3686 3522 164 13 43 107 0 4 1652 1118 6 0 

TF3 77,3 5856 5419 437 499 12 542 7 180 519 2 170 33 

TF9 71,9 5352 4622 730 396 2 367 15 209 308 313 89 19 

TF14 78,6 5290 5087 203 1184 10 153 19 303 249 38 42 12 

TF16 74,8 5174 4337 837 849 6 125 14 278 124 201 172 61 

TF17 68,1 4818 3357 1461 226 8 120 8 478 539 36 68 10 

TF18 79,7 7978 6399 1579 270 25 337 38 139 1887 104 504 62 

TF21 77,4 6800 6533 267 399 95 184 43 1359 2096 55 543 62 

TF23 75,6 6550 6270 280 585 207 499 37 425 639 200 290 359 

TF25 72 6822 4780 2042 729 174 296 30 417 586 114 213 45 

TF26 74,5 8604 5569 3035 637 322 298 79 14 422 237 95 54 

Os dados da tabela foram gerados a partir do mapeamento contra a referência utilizando o programa Geneious 11.1.15 (https://www.geneious.com) de acordo 
com os parâmetros padrões.  
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indivíduo L29 L30 L32 L35 L36 L37 L38 L39 L49 L53 L57 

controle 

negativo 2 1 55 2 0 12 168 2 24 247 66 

TF3 54 1287 62 60 10 240 385 554 640 30 133 

TF9 17 115 98 392 264 646 457 582 130 27 176 

TF14 32 375 104 324 18 674 567 241 625 9 108 

TF16 34 123 135 193 166 463 424 242 191 378 158 

TF17 21 144 86 127 8 330 267 172 307 212 190 

TF18 71 436 16 132 237 788 296 398 2 178 479 

TF21 44 246 0 64 12 529 188 176 131 16 291 

TF23 42 256 214 90 6 1124 204 397 549 2 145 

TF25 26 282 96 58 84 418 390 168 373 63 218 

TF26 335 380 28 20 46 885 313 421 457 23 503 

Os dados da tabela foram gerados a partir do mapeamento contra a referência utilizando o programa Geneious 11.1.15 (https://www.geneious.com) de acordo 

com os parâmetros padrões.



Na tabela 9 constam os resultados das análises dos loci sequenciados após 

genotipagem completamente manual e com valores de heterozigozidade superestimados. 

Para o locus 52, os indivíduos ou não possuíam reads, possuíam poucas ou as reads eram 

curtas e não constavam a região microssatélite e, portanto, não consta nenhuma análise 

deste locus na tabela. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que a sequência 

Forward do primer L52 já continha parte da região repetitiva. Para L53, as reads eram 

apenas de dímeros de primers e, portanto, assim como L52, também foi excluído das 

análises posteriores. É válido ressaltar que os valores apresentados nesta tabela foram 

calculados com base em genotipagem realizada de forma manual e considerando apenas 

o número de repetições dos microssatélites, uma vez que no momento das análises os 

servidores da UFMG apresentaram indisponibilidade e, portanto, esta análise prévia não 

contava com os resultados do pipeline pretendido e ainda não contávamos com outros 

programas de análises. Além disto, estes valores também foram calculados com genótipos 

de um número reduzido de indivíduos (10 indivíduos).  

O conteúdo de informação polimórfica (PIC) é um indicador da qualidade do 

marcador em estudos genéticos, sendo útil para identificação de populações, segregação 

e controle de paternidade. São considerados muito informativos os marcadores que 

apresentam valores de PIC superiores a 0.5, medianos aqueles que apresentam valores 

entre 0.25 e 0.5 e pouco informativos aqueles que apresentam valores inferiores a 0.25 

(Botstein 1980). Dentre os 21 loci analisados, apenas três apresentaram valor de PIC 

menor que 0.5. Para o locus 30, todos os indivíduos analisados possuíam exatamente oito 

repetições, e, portanto, esse locus não é informativo.  

A heterozigosidade observada (Ho) representa o número de heterozigotos de um 

determinado locus dividido pelo número total de indivíduos analisados, enquanto que a 

heterozigosidade esperada (He) indica a probabilidade de um indivíduo ser heterozigoto 

em um locus de acordo com as suas frequências alélicas. Quando a Ho é inferior a He, 

significa que há excesso de homozigotos. Nesta etapa do estudo, cerca de 50% das regiões 

analisadas mostraram valor de Ho inferior ao de He. 
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Tabela 9- Resultado da análise do teste 1 no MiSeq. Os valores apresentados na tabela foram 
calculados com base em genótipos identificados manualmente considerando reads brutas. 

Locus PIC Ho He 

L11 0.55 0.889 0.641 

L14 0.492 1 0.644 

L15 0.671 1 0.758 

L16 0.645 1 0.778 

L19 0.79 0.889 0.863 

L20 0.7 1 0.784 

L23 0.786 0.75 0.923 

L24 0.786 0.667 0.856 

L26 0.51 0.75 0.592 

L29 0.825 1 0.964 

L30 0 0 0 

L32 0.354 0.25 0.425 

L35 0.758 0.667 0.837 

L36 0.693 0.5 0.783 

L37 0.544 0.556 0.614 

L38 0.835 0.75 0.908 

L39 0.784 1 0.856 

L49 0.592 0.625 0.692 

L53 0.794 0.2 0.911 

L57 0.733 0.889 0.817 

PIC = Conteúdo de Informação Polimórfica. Ho= Heterozigosidade observada. He= Heterozigosidade 
esperada. Análises realizadas com o programa Cervus 3.0.7 (Marshall 1998) a partir de genotipagem 
manual.  

Apesar de trabalhosa, a análise majoritariamente manual das reads permitiu fazer 

algumas observações. Um dos exemplos é a verificação de que cerca de 50% das reads 

do L24 do indivíduo TF14 apresentaram uma substituição de citosina por timina, 

transformando um microssatélite perfeito em imperfeito (figura 20). Devido à frequência, 

esta diferença não aparenta ser resultado de erro de sequenciamento. Este exemplo mostra 

a importância da análise manual e escolha do programa de bioinformática escolhido, pois 

dependendo do algoritmo utilizado, poderíamos ter como resultado um alelo com nove 
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repetições e outro com apenas seis repetições ou dois alelos com nove repetições e 

menção à substituição. A informação desta mutação pode ser importante nos casos de 

paternidade, uma vez que pode ter sido herdada.   

 

Figura 20- Exemplo de mutação na região microssatélite. A imagem mostra algumas reads do 
L24 do indivíduo TF14 alinhadas no programa MEGA 6.0. A seta verde indica o início do 
microssatélite (CTG)n e a seta preta indica a posição na qual foi observada uma substituição de 
citosina por timina. Esta mutação foi observada apenas neste indivíduo entre os nove analisados.  

 

Como o objetivo deste primeiro teste no MiSeq com poucos indivíduos e 

sequenciamento de todos os loci foi fazer uma breve análise das regiões escolhidas, de 

acordo com os resultados obtidos neste teste optou-se por prosseguir com os experimentos 

apenas com 17 dos 21 conjuntos de primer, excluindo os conjuntos L30, L32, L52 e L53 

das próximas etapas.  

 

1.5.1.4 Teste 2 no MiSeq 
Para esta etapa foram utilizados os 17 conjuntos de primers com adapatadores 

selecionados após o teste 1 no MiSeq (L11, L14, L15, L16, L19, L20, L23, L24, L26, 

L29, L35, L36, L37, L38, L39, L49 e L57) e amostras de 47 espécimes de S. similis 

provenientes do CETAS-BH, totalizando 52 indivíduos sequenciados, além de um 

controle negativo. Neste sequenciamento não foram incluídas amostras de TF3, TF14, 

TF17, TF25 e TF26 (sequenciadas no teste 1), e foram repetidos os sequenciamentos de 

TF9, TF16, TF18, TF21 E TF23 (já previamente sequenciados no teste 1). O teste 2 no 

MiSeq foi realizado utilizando a estratégia de single-read de 300 ciclos, e, conforme 

mostra a imagem 21, abaixo, a qualidade das bases se manteve muito alta até por volta de 

150 pb. A imagem mostra apenas a qualidade das reads de TF6 como exemplificação, 
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uma vez que os demais indivíduos apresentaram gráficos de qualidades similares. A 

tabela 10, abaixo, traz o número de reads geradas para cada indivíduo e cada loci. As 

reads geradas para o controle negativo são tratadas no tópico 1.5.1.8.  

 

Figura 21- Qualidade das bases das reads do sequenciamento do teste 2 no MiSeq. As 
diferentes amostras apresentaram distribuição de qualidade da base sequenciada similar, sendo a 
mostrada na imagem referente às reads do indivíduo TF6. O eixo Y mostra o valor de qualidade 
e o eixo X a posição da base na read. O background do gráfico é dividido em qualidade muito 
boa (verde), qualidade razoável (laranja) e qualidade ruim (vermelho). A linha vermelha 
representa a mediana e a linha azul a média da qualidade.  A caixa amarela representa o inter-
quartil (25-75%). O gráfico foi gerado pelo programa FastQC 0.11.9 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). 

 



Tabela 10- Reads geradas no teste 2 no MiSeq. 

indivíduo 
≥Q30 
(%) 

número 
total de 
reads 

número 
de reads 
mapeadas  

número 
de reads 
não 
mapeadas L11 L14 L15 L16 L19 L20 L23 L24 L26 

Controle 
negativo 80,1 17279 16427 852 489 327 172 7 32 5440 1182 22 13 
TF1 89,9 10192 10118 74 1470 82 1321 48 1340 332 20 406 413 
TF2 89,4 7922 7821 101 2288 76 405 45 310 142 28 232 434 
TF4 90,1 17516 17250 266 2736 46 864 117 2666 326 66 757 1149 
TF5 90,2 18451 18165 286 3777 128 2300 336 1463 264 45 210 70 
TF6 90,8 19020 18751 269 3337 57 1048 179 1823 310 57 1361 120 
TF7 90,6 23215 22682 533 3544 221 1043 358 2151 337 38 1412 1682 
TF8 88,4 22570 21894 676 2799 217 1952 83 3082 689 1692 906 1078 
TF9 88,3 14542 14036 506 1616 110 1744 236 1255 375 30 433 768 
TF10 89,3 21246 21005 241 5334 320 1477 192 2761 1092 129 271 933 
TF11 90 14033 13963 70 1920 84 823 148 1764 487 67 375 539 
TF12 89,9 14227 14074 153 2258 109 1033 113 997 532 60 532 658 
TF13 89,8 17061 16791 270 3017 159 1169 242 2840 556 40 405 438 
TF15 90,2 12770 12687 83 2611 135 812 93 2032 398 50 464 407 
TF16 89,4 22267 21993 274 3769 199 1371 150 3220 885 60 550 603 
TF18 88,5 15608 15433 175 2568 226 1543 175 1955 611 96 804 607 
TF19 89,4 26595 26271 324 4348 215 2543 333 3643 653 222 1669 808 
TF20 90,1 21031 20815 216 3342 137 1032 84 2283 696 115 247 409 
TF21 89,7 20431 20229 202 3110 153 1668 112 4210 544 99 583 638 

Número de reads geradas por indivíduo no teste 2 do Miseq, porcentagem de reads com qualidade superior a Q30, número de reads mapeadas, número de reads 
não mapeadas e número de reads por locus. O controle negativo passou por todas as reações e etapas das demais amostras, sendo a única diferença a ausência 
de DNA adicionado na PCR. Os dados da tabela foram gerados a partir do mapeamento contra a referência utilizando o programa Geneious 11.1.15 
(https://www.geneious.com) de acordo com os parâmetros padrões.  
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indivíduo 
≥Q30 
(%) 

número 
total de 
reads 

número 
de reads 

mapeadas  

número 
de reads 

não 
mapeadas L11 L14 L15 L16 L19 L20 L23 L24 L26 

TF28 90,2 19245 19075 170 1611 111 207 187 1731 727 95 1038 252 
TF29 89 22432 22220 212 2939 406 1921 115 3208 382 97 618 687 
TF30 89,1 15126 15008 118 68 142 803 81 2818 910 82 854 359 
TF31 88,2 18419 18232 187 4580 236 952 33 2869 115 74 898 610 
TF32 88,9 15723 15525 198 2740 107 563 69 3313 343 53 979 384 
TF33 88,6 18443 18284 159 1889 89 1512 62 2344 289 75 1535 386 
TF34 88,4 13977 13820 157 1777 178 1129 68 2925 149 47 929 446 
TF35 85,6 19561 18981 580 3268 382 1015 122 1992 214 97 608 403 
TF36 88,6 22501 22207 294 2213 195 1351 153 2825 360 113 1374 491 
TF37 88,7 26943 26602 341 2524 206 1754 113 4026 986 135 1288 680 
TF38 90,8 22289 22170 119 1970 70 1764 166 3921 338 40 1205 402 
TF39 89,6 18580 18436 144 2775 82 1026 70 3218 196 58 1848 520 
TF40 88,4 5008 4894 114 792 34 355 18 710 119 18 306 128 
TF41 90 16498 16315 183 1921 43 1213 119 3259 145 31 1336 375 
TF42 90,3 15047 14952 95 2012 48 886 58 2936 84 40 780 483 
TF43 89,9 22413 22185 228 2845 93 1368 182 3512 182 60 1584 337 
TF44 89 24661 23834 827 3227 126 2326 58 5662 239 69 646 621 
TF45 89,5 26176 25889 287 2712 106 1488 124 4000 379 72 2147 550 
TF46 90,6 9502 9450 52 832 55 726 52 1403 85 35 583 325 
TF47 90,2 7030 6990 40 552 84 593 72 1094 45 21 502 293 
TF48 90,9 30905 30635 270 2895 337 2565 269 5637 397 138 2490 2432 
TF49 91 35088 34907 181 3539 191 2339 219 6812 177 443 1720 1705 
TF50 91,2 22443 22034 409 1866 112 1790 214 2312 185 115 1463 342 
TF51 89,1 8773 8636 137 877 58 551 80 831 54 21 553 381 
TF52 90,7 21721 21526 195 1652 175 1379 144 3151 159 115 1628 1126 
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indivíduo L29 L35 L36 L37 L38 L39 L49 L57 
Controle 
negativo 296 485 2924 70 1454 2724 511 279 

TF1 745 618 450 996 536 287 652 402 
TF2 371 377 70 688 595 1037 581 142 
TF4 1462 851 343 1333 723 1866 1520 425 
TF5 1319 868 209 1869 1879 1314 1742 372 
TF6 1114 1072 41 2041 2308 1253 2188 442 
TF7 1549 947 356 2292 1443 2260 2432 617 
TF8 1740 705 379 1596 354 2831 1308 483 
TF9 1042 667 182 1164 2183 903 1088 240 

TF10 309 1779 232 1550 767 1956 1352 551 
TF11 493 1048 98 1684 938 1343 1521 631 
TF12 698 1474 205 1279 567 1811 1174 574 
TF13 462 1594 33 1653 1558 1030 985 610 
TF15 484 816 81 1315 730 427 1368 464 
TF16 1313 1014 817 1474 2815 1737 1040 976 
TF18 833 1020 106 1955 937 807 117 1073 
TF19 1239 1313 1006 1800 3070 1172 1069 1168 
TF20 1028 1218 421 2355 1615 2462 2417 954 
TF21 965 1260 99 1483 1237 1294 1660 1114 
TF22 898 1714 251 1852 2711 2542 1401 720 
TF23 309 1886 499 1520 827 2782 2064 686 
TF24 818 1132 641 2284 1787 1429 1933 958 
TF27 116 66 197 2752 1186 2704 76 160 
TF28 1078 1307 632 2357 2269 2945 1435 1093 
TF29 1008 1048 387 1814 2308 2060 1793 1429 
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indivíduo L29 L35 L36 L37 L38 L39 L49 L57 
TF30 636 1038 244 2115 1363 1642 1385 468 
TF31 1088 875 224 1236 697 2442 753 550 
TF32 640 895 122 1385 1853 423 1091 565 
TF33 685 1634 53 899 1935 2265 1905 727 
TF34 541 912 196 1194 1406 440 1158 325 
TF35 792 1416 318 2675 1482 2357 1161 679 
TF36 813 1326 377 2886 1704 2738 2192 1096 
TF37 929 1835 393 2431 3409 1934 2518 1441 
TF38 782 1329 128 2460 2093 2056 2680 766 
TF39 279 1082 161 1993 2051 1714 805 558 
TF40 213 263 26 549 501 486 257 119 
TF41 657 1316 1060 2048 922 376 1338 156 
TF42 743 1014 595 653 2577 829 667 547 
TF43 930 1694 96 1719 4088 859 1697 939 
TF44 970 1325 45 1696 2507 2015 1775 527 
TF45 971 1451 179 1830 3793 2296 2474 1317 
TF46 413 598 297 656 1287 974 893 236 
TF47 467 473 339 916 668 673 21 177 
TF48 1854 2082 832 3228 1200 965 2738 576 
TF49 2048 2928 124 4216 2354 1330 3137 1628 
TF50 1607 1433 46 2503 2910 2509 1736 891 
TF51 661 528 67 828 1127 1000 665 354 
TF52 1240 1580 249 2003 2059 1811 2450 605 



1.5.1.5 Teste 3 no MiSeq - amostras de criatório 
 Amostras de 21 indivíduos com relação de parentesco conhecida foram cedidas 

para este trabalho por um criatório do estado de Minas Gerais. Diferentemente das 

amostras de músculo utilizadas nos experimentos anteriores, neste caso as amostras se 

tratavam de gota de sangue em papel FTA e formavam 6 famílias completas (filhote(s), 

pai e mãe) e uma família composta apenas por dois irmãos. Conforme demonstrado na 

tabela abaixo com os heredogramas das famílias (figura 22), os animais foram 

identificados como “AC” seguido do número. Os filhotes que possuíam a informação 

sobre o nascimento eram datados entre dezembro de 2011 e fevereiro de 2019. Foi 

realizado contato com diversos criatórios brasileiros de trinca-ferro na tentativa de se 

obter mais amostras com informações de parentesco por um período de três anos, porém 

não obtivemos sucesso.  

 

Família 1 

 

 

Família 2 
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Família 3 

 

 

Família 4 

 

 

Família 5 

 

 

Família 6 
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Família 7 

 

 

Figura 22- Heredogramas com as amostras de famílias de S. similis oriundas de criatório. 
Os heredogramas presentes na figura estão separados por família, sendo seis famílias completas 
(composta por filhote(s), pai e mãe) e uma família composta apenas por dois irmãos. Nos 
heredogramas, o quadrado representa indivíduo do sexo masculino, o círculo representa indivíduo 
do sexo feminino, o losango representa indivíduo com sexo não determinado e as linhas 
representam a relação de parentesco. As informações de parentesco, nome e número de anilha 
foram fornecidas pelo criatório. Entre parênteses está o código com o qual a amostra foi 
identificada para o sequenciamento e análises, sendo um total de 21 amostras provenientes de 
criatório.  

 

Diferente das outras amostras utilizadas neste estudo nos demais sequenciamentos 

(amostras TF), a disponibilidade das amostras oriundas de criatório era bastante restrita 

quanto à quantidade. Anteriormente à extração de DNA destas amostras, foram realizados 

testes de extração de DNA de sangue em papel FTA com diversos protocolos e 

adaptações, incluindo kit GTS (Phoneutria), protocolo de fenol-clorofórmio e o protocolo 

com precipitação com isopropanol. Estes dois últimos apresentaram melhores resultados 

quanto à quantidade de DNA extraído, e optou-se por realizar o último por já ser o 

protocolo de praxe do laboratório de DNA da Polícia Civil de Minas Gerais. Ao final do 

protocolo de extração, as amostras foram eluídas em 40 µl de tampão TE, e apresentaram 

as concentrações de DNA apresentadas na tabela 11, abaixo. Para as amostras cuja 

quantificação foi superior a 2,5 ng/µl, foi possível utilizar 5ng de DNA para cada PCR, 

conforme padronizado. Já para as amostras cuja concentração foi inferior à 2,5 ng/µl, foi 

utilizado 2 µl de amostra para cada PCR e, mesmo com concentração inferior, foi possível 

sequenciar todas as amostras. Mesmo com quantidades de DNA molde inferiores ao 

padronizado, ocorreu amplificação de todos os loci de todas as amostras, que foi 

observado com aplicação de 9µl dos produtos das PCR em gel de agarose 1,5%. 
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Tabela 11- Quantidade de DNA extraído das amostras de criatório e quantidade utilizada 
na PCR. 

Indivíduo Concentração de 
DNA (ng/ µl) 

Quantidade de 
DNA utilizado 
na PCR (ng) 

AC1 3,12 5 
AC2 0,76 1,52 
AC3 2,62 5 
AC4 2,14 4,28 
AC5 6,5 5 
AC6 1,13 2,26 
AC7 12,9 5 
AC8 3,62 5 
AC9 3,82 5 
AC10 5,14 5 
AC11 5,20 5 
AC12 2,34 4,68 
AC13 1,68 3,36 
AC14 1,21 2,42 
AC15 5,0 5 
AC16 2,24 4,48 
AC17 0,85 1,70 
AC18 4,74 5 
AC19 2,10 4,20 
AC20 1,11 2,22 
AC21 0,85 1,70 

Ao final do processo de extração de DNA as amostras foram eluídas em 40 µl de tampão TE e 
suas concentrações são as mostradas na tabela. Para as amostras cuja concentração de DNA foi 
inferior 2,5 ng/µl, não foi possível utilizar os 5ng conforme padronizado para as reações e utilizou-
se as quantidades conforme mostrado na última coluna da tabela.  

 

O sequenciamento das amostras de criatório foi realizado utilizando a estratégia 

de single-read de 300 ciclos, e a qualidade das bases se manteve de alta qualidade até 

cerca de 135pb conforme mostrado na figura 23. A qualidade das bases ao longo do 

sequenciamento de todos os indivíduos de cativeiro foi similar, e, portanto, a imagem se 

refere apenas ao AC8 para exemplificação. Para as amostras de criatório foram 

sequenciados, assim como no teste 2 no MiSeq, os 17 loci: L11, L14, L15, L16, L19, L20, 

L23, L24, L26, L29, L35, L36, L37, L38, L39, L49 e L57. A tabela 12 traz o número de 

reads brutas geradas por indivíduo e por locus, e nota-se que alguns possuem poucas 

reads, comprometendo a genotipagem. O número menor de reads geradas neste 

sequenciamento quando comparado aos demais não é devido à menor quantidade de DNA 

nas PCRs, mas sim à proporção com que estas amostras foram inseridas no cartucho para 

o sequenciamento. Como as amostras de criatório eram diferentes das amostras 
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previamente testadas, neste teste 3 do MiSeq foi incluso também um controle positivo, 

cujo DNA utilizado foi extraído de uma amostra de músculo de S. similis. O controle 

negativo passou por todas as etapas de sequenciamento e possuía todos os reagentes, com 

exceção do DNA. As reads que constam na tabela como controle negativo não é resultado 

de contaminação e é melhor abordado no item 1.5.1.8.  

 

Figura 23- Qualidade das bases das reads do sequenciamento do teste com amostras de 
criatórios. As diferentes amostras apresentaram distribuição de qualidade da base sequenciada 
similar, sendo a mostrada na imagem referente às reads do indivíduo AC8 para exemplificação. 
O eixo Y mostra o valor de qualidade e o eixo X a posição da base na read. O background do 
gráfico é dividido em qualidade muito boa (verde), qualidade razoável (laranja) e qualidade ruim 
(vermelho). A linha vermelha representa a mediana e a linha azul a média da qualidade.  A caixa 
amarela representa o inter-quartil (25-75%). O gráfico foi gerado pelo programa FastQC 0.11.9 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). 

  



Tabela 12- Reads geradas no teste 3 com as amostras de criatório. 

indivíduo ≥Q30(%) 

número 
total de 
reads 

Número 
de reads 
mapeada

s 

Número de 
reads não 
mapeadas L11 L14 L15 L16 L19 L20 L23 L24 

controle 

negativo 80,2 973 332 660 2 1 13 1 2 1 1 16 

controle 

positivo 90,3 2129 1811 318 275 14 105 24 112 9 3 251 

AC1 82,6 1813 1038 794 98 4 17 5 106 1 1 150 

AC2 86 2132 1767 365 92 1 112 47 140 0 4 126 

AC3 88,4 1920 1508 412 145 7 71 54 101 5 4 134 

AC4 88,3 1702 1304 398 193 1 50 17 82 0 4 145 

AC5 91,3 2496 2141 355 238 14 67 52 174 0 6 188 

AC6 87,3 2097 1563 534 133 6 118 42 72 3 0 63 

AC7 90,6 5017 3850 1167 635 18 137 63 295 2 16 386 

AC8 89,3 1833 1437 415 226 26 64 33 27 30 7 134 

AC9 89,6 1743 1462 300 217 6 46 25 119 5 21 151 

AC10 88,8 1797 1358 458 241 8 71 36 78 1 6 155 

AC11 91,1 1315 1107 227 211 8 40 20 87 1 7 107 

AC12 50,2 1122 957 184 172 3 33 18 73 2 4 49 

AC13 89,9 1176 982 213 134 14 41 10 78 8 8 18 

AC14 90,2 1857 1578 298 166 10 106 27 262 1 6 123 

AC15 90,5 1904 1593 311 264 20 119 16 90 2 18 140 

AC16 90,2 898 720 197 69 4 37 6 92 1 5 71 

Número de reads geradas por indivíduo no teste com as amostras de criatório (AC), porcentagem de reads com qualidade superior a Q30, número de reads 
mapeadas, número de reads não mapeadas e número de reads por locus. O controle negativo passou por todas as reações e etapas das demais amostras, sendo a 

única diferença a ausência de DNA adicionado na PCR. A amostra utilizada no controle positivo era proveniente de tecido muscular, assim como àquelas 

utilizadas nos testes 1 e 2. Os dados da tabela são referentes às reads brutas a partir do mapeamento contra a referência utilizando o programa Geneious 11.1.15 

(https://www.geneious.com) de utilizando os parâmetros padrões.  



 85 
 

indivíduo ≥Q30(%) 

número 
total de 
reads 

Número 
de reads 

mapeadas 

Número de 
reads não 
mapeadas L11 L14 L15 L16 L19 L20 L23 L24 

AC17 84,6 1213 783 449 95 6 50 13 51 1 4 49 

AC18 85,4 1631 1223 427 101 18 51 32 143 1 1 68 

AC19 89 1393 1107 305 180 10 96 20 140 1 8 107 

AC20 89,4 2083 1284 799 168 17 148 23 180 1 31 219 

AC21 86,4 2067 1495 572 215 11 133 28 204 0 0 134 

 

indivíduo L26 L29 L35 L36 L37 L38 L39 L49 L52 L53 L57 
controle negativo 2 4 1 3 114 1 2 14 18 39 97 

controle positivo 111 46 43 0 78 407 80 124 23 67 39 

AC1 21 31 21 11 153 98 38 67 22 25 169 

AC2 69 32 251 35 168 113 118 99 28 119 213 

AC3 66 51 61 76 119 192 79 108 46 64 125 

AC4 75 63 13 5 140 159 26 88 23 102 118 

AC5 109 22 84 119 329 175 140 140 57 88 139 

AC6 86 24 11 8 219 173 40 336 48 122 59 

AC7 100 52 206 36 575 418 175 291 109 138 198 

AC8 76 49 2 36 197 103 134 101 28 37 127 

AC9 35 25 143 20 98 156 118 110 51 45 71 

AC10 50 34 117 11 95 166 61 79 27 28 94 

AC11 43 10 81 2 150 148 56 40 25 26 45 

AC12 61 41 1 3 120 156 55 83 35 15 33 

AC13 71 75 2 5 61 149 64 96 54 21 73 

AC14 47 50 43 5 208 201 137 102 17 22 45 

AC15 94 11 3 34 358 54 151 110 18 48 43 

AC16 29 20 13 13 87 80 50 65 13 36 29 
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indivíduo L26 L29 L35 L36 L37 L38 L39 L49 L52 L53 L57 

AC17 32 20 10 3 77 78 2 66 39 95 92 

AC18 29 35 44 41 142 135 48 84 37 95 118 

AC19 46 25 60 7 137 89 16 89 28 19 29 

AC20 44 59 52 3 116 29 9 24 35 29 97 

AC21 21 53 41 15 132 134 34 35 48 66 191 

 

 



1.5.1.6 Análises dos loci 
 A análise de genótipos de regiões microssatélites sequenciados com a técnica de 

NGS ainda vem sendo aperfeiçoada, e neste trabalho cogitou-se utilizar diversos 

programas para a análise das amostras sequenciadas, dentre eles: pipeline de Pimentel 

(2018 e 2020), Repeat Finder e Phobos (plugins do programa Geneious), MISA-web 

(Beier 2017), MEGASAT (Zhan 2016), Tandem Repeats Finder (Benson 1999), 

ReviSTER (Tae 2013), STRetch (Dashnow 2018) e CHIIMP (Barbian 2018). Por fim, as 

análises dos genótipos foram realizadas utilizando o pipeline de Pimentel (2018 e 2020) 

mencionado na metodologia e o programa CHIIMP, sendo os resultados conferidos 

também com o auxílio dos programas Geneious e MEGA 6 (Peterson 2013). As duas 

formas de análise tiveram pontos positivos e negativos. A dificuldade em se utilizar o 

pipeline de Pimentel (2018 e 2020) se dá pela necessidade de utilizar clusters de maior 

capacidade de processamento e não somente um computador comum. Além disto, várias 

etapas em vários programas são necessários para se chegar ao resultado final e exigem 

maior conhecimento na área de bioinformática, além de ser preciso realizar ajustes no 

arquivo referência para cada locus. Porém, este pipeline também viabiliza mais alterações 

nos critérios de análise e o resultado é uma tabela já no modelo utilizado em boa parte 

dos programas de genética de populações. Já o CHIIMP possui a facilidade de ser apenas 

um programa necessário e poder ser processado em computador comum, além de 

considerar também variações de nucleotídeo único (SNV, do inglês “Single Nucleotide 

Variation”) na identificação dos alelos e não somente o tamanho destes, e também gerar, 

dentre os arquivos output, representações esquemáticas dos alelos alinhadas para cada 

locus, que facilita a observação. Porém, o CHIIMP é um pouco mais limitado na 

quantidade de parâmetros que podem ser alterados e o resultado final não está pronto para 

ser utilizado em programas de genéticas de populações. 

 Para ambas as formas de análise, diversos parâmetros foram testados e optou-se 

por utilizar o mínimo de sete reads para cada locus para a análise e mínimo de 20% de 

frequência do segundo alelo para ser considerado heterozigoto. Os resultados foram 

comparados e foi observado compatibilidade entre os resultados do pipeline de Pimentel 

(2018 e 2020) e do CHIIMP. A porcentagem mínima do segundo alelo para ser 

considerado heterozigoto e o número mínimo de reads para genotipagem ainda são 

valores bastante discutidos nos artigos científicos e podem variar conforme o tipo de 

sequência alvo, sendo encontrados, portanto, diversos parâmetros em artigos já 

publicados. Elwick (2018), por exemplo, utiliza em suas análises o mínimo de duas reads, 
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Zavodna (2014) o mínimo de cinco reads, Van der Gaag (2016) o mínimo de oito reads 

e Pimentel (20018) e Tibihika (2019) utilizam o mínimo de dez reads. Quanto à 

frequência do segundo alelo, os valores também são bastantes variáveis, como, por 

exemplo, análises que utilizam 8% de frequência para determinados alelos (Van der Gaag 

2016), 10% (Zavodna 2014), 20% (Pimentel 2018), 30% (Hoogenboom 2017) e 40% 

(Gettings 2016). Os dados deste trabalho, quando analisados com frequências iguais ou 

inferiores a 15%, ocorria um aumento do número de heterozigotos que não correspondia 

às observações feitas, enquanto que com valores de 20 e 25% os resultados eram mais 

compatíveis.  Alguns indivíduos, para alguns loci, não foi possível determinar o genótipo 

mesmo havendo reads para determinado indivíduo e loci. Isso ocorre porque as reads 

brutas geradas nos sequenciamentos não são todas utilizadas para a genotipagem, pois 

podem possuir baixa qualidade, serem dímeros de primers, não conter a sequência 

completa do amplicon ou não possuir o número mínimo de reads estabelecido para a 

determinação do genótipo.  

  As figuras 24 à 42, abaixo, foram geradas pelo CHIIMP e trazem o alinhamento 

dos diferentes alelos encontrados para cada locus para todos os indivíduos sequenciados 

neste trabalho, sendo possível observar que diferentes alelos possuem o mesmo número 

de repetições microssatélites mas possuem SNV em alguma parte da sequência. Com 

exceção de L30 e L32, que foram sequenciados apenas no teste 1, os demais loci possuem 

de 3 a 53 alelos por locus quando considerados o tamanho de fragmento e SNV, sendo a 

média de alelo por locus de 19,3. Se os alelos encontrados levassem em consideração 

apenas o tamanho do fragmento e não considerassem suas sequências, o número de alelos 

por locus seria reduzido, variando de 3 a 20, e a média de alelo por locus seria de 8,5. 

Apesar de possuírem um poder discriminatório por locus menor que os STR, adicionar 

SNV às análises melhora o índice de paternidade do loci e são bastante úteis para 

distinguir indivíduos com grau de parentesco em alguns casos (Phillips 2008) e 

incompatibilidades (Ye 2013). Estes dados, assim como a variação no tamanho dos alelos, 

são mostrados na tabela 13, e exemplificam como a utilização das sequências, e não 

somente o uso do tamanho do fragmento, são úteis na identificação dos alelos.  
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Tabela 13-Número de alelos por locus e seus tamanhos. 

Locus Número de alelos 
considerando 
tamanho do 

fragmento e SNV 

Variação no 
tamanho dos alelos 

(pb) 

Número de alelos 
considerando 

apenas o tamanho 
do fragmento 

L11 8 109 a 175 7 
L14 11 110 a 131 7 
L15 18 96 a 112 9 
L16 14 81 a 101 8 
L19 12 115 a 129 7 
L20 11 109 a 113 3 
L23 29 118 a 160 14 
L24 20 101 a 119 7 
L26 3 143 a 152 2 
L29 6 145 a 166 4 
L30* 1 143 1 
L32* 8 158 a 161 2 
L35 14 100 a 136 10 
L36 45 112 a 184 20 
L37 21 116 a 134 7 
L38 53 104 a 149 14 
L39 19 97 a 136 10 
L49 6 105 a 113 3 
L57 38 120 a 180 12 

Média de alelos  
por locus* 

19,3 - 8,5 

Os dados compilados na tabela foram gerados pelo programa CHIIMP (Barbian 2018). *Os loci 
L30 e L32 participaram apenas do teste 1 no MiSeq. Os cálculos de média de alelos por locus não 
contabilizam os dados de L30 e L32.  

 

 

Figura 24- Alelos encontrados para o locus L11. Foram encontrados oito alelos para L11 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV (Single 
Nucleotide Variation) nas sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases 
e à direita há a informação do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo 
apareceu na tabela de genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  



 90 
 

 

Figura 25- Alelos encontrados para o locus L14. Foram encontrados 11 alelos para L14 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. Nota-se que alguns alelos (de tamanhos 100 a 106 pb) não possuem uma sequência 
entre as repetições do microssatélite (em torno de 40pb). No eixo X há uma referência de tamanho 
de pares de bases e à direita há a informação do tamanho do alelo, além do número de vezes que 
o respectivo alelo apareceu na tabela de genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa 
CHIIMP (Barbian 2018).  

 

Figura 26- Alelos encontrados para o locus L15. Foram encontrados 18 alelos para L15 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

Figura 27- Alelos encontrados para o locus L16. Foram encontrados 14 alelos para L16 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  
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Figura 28- Alelos encontrados para o locus L19. Foram encontrados 12 alelos para L19 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

Figura 29- Alelos encontrados para o locus L20. Foram encontrados 11 alelos para L20 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições dos dois motifs de microssatélites e também 
SNV nas sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a 
informação do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na 
tabela de genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 
Figura 30- Alelos encontrados para o locus L23. Foram encontrados 29 alelos para L23 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).   
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Figura 31- Alelos encontrados para o locus L24. Foram encontrados 20 alelos para L24 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018). 

 
Figura 32-Alelos encontrados para o locus L26. Foram encontrados três alelos para L26 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 
Figura 33- Alelos encontrados para o locus L29.Foram encontrados seis alelos para L29 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. Poucas amostras tiveram seu genótipo 
estabelecido para este locus. No alinhamento mostrado na figura é possível observar a variação 
no número de repetições de microssatélites e também SNV nas sequências. No eixo X há uma 
referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação do tamanho do alelo, além do 
número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de genotipagem. A imagem foi gerada 
pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  
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Figura 34- Alelos encontrados para o locus L30. Foi encontrado apenas 1 alelo para L30 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis (locus sequenciado apenas no teste 1 
do MiSeq), não havendo variação no número de repetições do microssatélites e nem ocorrêcia de 
SNV. Devido à ausência de polimorfismo detectada logo no primeiro sequenciamento, este locus 
não foi utilizados nos testes 2 e 3. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 
Figura 35- Alelos encontrados para o locus L32. Considerando SNV e variação no número de 
repetições de microssatélites, foram encontrados oito alelos para L32 em todas as amostras 
sequenciadas e genotipadas de S. similis (locus sequenciado apenas no teste 1 do MiSeq). Porém, 
considerando apenas o número de repetições de microssatélites, há apenas dois alelos. Devido ao 
baixo polimorfismo detectado logo no primeiro sequenciamento, este locus não foi utilizados nos 
testes 2 e 3 No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 
Figura 36- Alelos encontrados para o locus L35. Foram encontrados 14 alelos para L35 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  
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Figura 37- Alelos encontrados para o locus L36. Foram encontrados 45 alelos para L36 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites de dois motifs diferentes 
e também SNV nas sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à 
direita há a informação do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo 
apareceu na tabela de genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 
Figura 38- Alelos encontrados para o locus L37. Foram encontrados 21 alelos para L37 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018). 

 

Figura 39- Alelos encontrados para o locus L38. Foram encontrados 53 alelos para L38 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).   
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Figura 40- Alelos encontrados para o locus L39. Foram encontrados 19 alelos para L39 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 

Figura 41- Alelos encontrados para o locus L49. Foram encontrados seis alelos para L49 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  

 

 

Figura 42- Alelos encontrados para o locus L57. Foram encontrados 38 alelos para L57 em 
todas as amostras sequenciadas e genotipadas de S. similis. No alinhamento mostrado na figura é 
possível observar a variação no número de repetições de microssatélites e também SNV nas 
sequências. No eixo X há uma referência de tamanho de pares de bases e à direita há a informação 
do tamanho do alelo, além do número de vezes que o respectivo alelo apareceu na tabela de 
genotipagem. A imagem foi gerada pelo programa CHIIMP (Barbian 2018).  
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Os genótipos das amostras de criatório (AC) obtidos foram posteriormente 

submetidos ao programa Cervus 3.0.7 (Marshall 1998) para cálculo de frequência de 

alelos nulos (tabela 14). De acordo com Dakin (2004), alelos nulos são alelos que 

costumam não amplificar em níveis detectáveis via PCR por três principais motivos: 1- 

mal anelamento dos primers devido à divergência de sequência de nucleotídeos quando 

utilizado primers não específicos para a espécie (Kwok 1990, Primmer 1995); 2- 

amplificação diferencial de alelos de tamanhos diferentes, sendo que alelos menores 

geralmente amplificam de forma mais eficiente do que alelos maiores (Wattier 1998) e 3- 

falha na PCR devido à baixa qualidade ou quantidade do DNA usado como molde 

(Gagneux 1997). Alguns fatores podem dar a falsa impressão de que os alelos nulos estão 

presentes, como, por exemplo, os cruzamentos consanguíneos, que causam uma redução 

nos heterozigotos em relação ao equilíbrio de Hardy-Weinberg e podem dar uma falsa 

evidência de alelos nulos (Chakraborty 1992), assim como os alelos de loci nos 

cromossomos sexuais, que se não forem reconhecidos podem gerar uma redução nos 

heterozigotos e serem falsos indicativos de alelos nulos. Quando presentes em 

heterozigotos, podem resultar como homozigotos; e quando presentes em homozigotos 

podem resultar em ausência de amplificação (Guichoux 2011). O estudo de Dakin (2004) 

concluiu que alelos nulos provavelmente não terão muito impacto nas probabilidades 

médias de exclusão na maioria dos estudos de parentesco, considerando que sejam raros 

e as análises de parentesco são baseadas em um conjunto de loci de microssatélites. Já 

alelos nulos muito frequentes podem causar desvios em algumas estimativas e, portanto, 

costumam ser excluídos das análises genéticas. Chapuis (2007) estabelece que alelos 

nulos com frequência ≥0.2 são considerados muito frequentes, e, portanto, neste trabalho, 

os loci L11, L14, L19, L24 e L35 (frequência de alelos nulos: 0.2, 0.5, 0.4, 0.6 e 0.3, 

respectivamente) não são muito indicados para estudos de paternidade e foram removidos 

das análises posteriores. Adicionalmente, para L19 e L24, os dois loci com maior 

frequência de alelos nulos, os genótipos dos progenitores e filhotes tiveram 

incompatibilidades em todas as famílias analisadas. Nota-se que a frequência de alelos 

nulos para L36 não foi realizada pelo programa por Cervus, porém, uma análise dos 

genótipos de pais e filhotes mostrou inconsistência de dois filhotes (AC3 – filhote de AC1 

e AC2, e AC8- filhote de AC6 e AC7) compatível com a alta frequência de alelos nulos, 

já que os filhotes foram genotipados como homozigotos, sendo que os pais de AC8 

também eram homozigotos para L36 porém de alelos diferentes. Por precaução, o L36 

também foi retirado das análises posteriores.  
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Tabela 14- Frequência de alelos nulos. 

Locus k    N F(Nulo) 

L11 5 21 0.2142 

L14 6 10 0.5419 

L15 9 17 0.0552 

L16 8 17 -0.002 

L20 1 1 ND 

L23 2 1 ND 

L26 2 21 -0.0046 

L29 4 7 ND 

L35 5 16 0.3592 

L36 6 7 ND 

L37 7 13 0.0955 

L38 16 19 0.0091 

L39 8 20 0.0331 

L49 3 21 0.1046 

L57 5 4 ND 

L19 6 21 0.4463 

L24 8 20 0.6514 

K= número de alelos no locus, N=número de indivíduos genotipados para o locus), F(Nulo)= Frequência 
de alelos nulos, ND= Não realizado. Dados da tabela gerados pelo programa Cervus 3.0.7 (Marhsall 1998) 
utilizando os genótipos das amostras de criatório (AC). 

 

Os genótipos de todos os indivíduos sequenciados foram submetidos ao programa 

Cervus 3.0.7 (Marshall 1998) para cálculos de frequência alélica juntamente com 

estatísticas como Ho, He, PIC e equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) e os resultados 

para cada locus são mostrados na tabela 15, abaixo. Nota-se que os valores obtidos quando 

fornecidos apenas os dados das amostras de criatório foram, de modo geral, similares 

(com exceção daqueles em que o número de indivíduos AC genotipados foi muito baixo), 

indicando que a população do criatório reflete a diversidade genética da espécie. Os 

valores de Ho, He (também chamado de GD – diversidade genética) e PIC também foram 

calculados com o programa STRAF 1.0.5 (Gouy 2017) e apresentaram resultados iguais 

aos gerados pelo Cervus 3.0.7. A vantagem da utilização do STRAF se dá por ser uma 

plataforma de uso online, que não necessita a realização de download, e também realiza 

outras estatísticas populacionais e forenses não abordadas pelo Cervus. 
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Tabela 15- Frequências alélicas e estatísticas de todos os indivíduos sequenciados. 

 Todos os indivíduos (TF+AC) Indivíduos de criatório (AC) 
Locus k N Ho He PIC HW k N Ho He PIC 
L15 18 69 0.739 0.796 0.766 NS 9 17 0.706 0.806 0.757 
L16 14 67 0.627 0.761 0.731 NS 8 17 0.824 0.859 0.813 
L20 11 46 0.587 0.769 0.73 NS 1 1 0 0 0 
L23 29 48 0.479 0.944 0.931 ND 2 1 1 1 0.375 
L26 3 71 0.028 0.028 0.028 ND 2 21 0.048 0.048 0.045 
L29 5 8 0.125 0.775 0.682 ND 4 7 0 0.747 0.641 
L37 21 65 0.769 0.829 0.805 NS 7 13 0.615 0.742 0.679 
L38 53 71 0.761 0.976 0.968 ND 16 19 0.895 0.937 0.906 
L39 19 72 0.681 0.824 0.798 NS 8 20 0.75 0.815 0.766 
L49 6 63 0.317 0.644 0.574 * 3 21 0.476 0.61 0.527 
L57 38 56 0.786 0.962 0.952 ND 5 4 0.5 0.857 0.712 

 K= número de alelos no locus, N=número de indivíduos genotipados para o locus, Ho= Heterozigosidade 
observada, He= Heterozigosidade esperada, PIC= Conteúdo de Informatividade Polimórfica, HW= Desvio 
do equilíbrio de Hardy-Weinberg com correção de Bonferroni (NS= Não significativo, *=significativo no 
nível de 5%, ND= Não realizado).O HW não foi calculado quando somente os genótipos dos indivíduos de 
criatório foram fornecidos. Dados da tabela gerados pelo programa Cervus 3.0.7 (Marhsall 1998) utilizando 
os genótipos de todos os indivíduos sequenciados.  

 

Em relação ao valor de PIC, a grande maioria dos loci estudados apresentaram 

valores superiores a 0.5, o que significa que são muito informativos, com exceção do L26. 

Assim, o L26, juntamente com os outros seis loci mencionados anteriormente, foram 

excluídos das análises posteriores. Por possuir baixo PIC, o L26 também possui valores 

altos para as probabilidades de não exclusão, ou seja, são pouco informativos para 

análises de parentesco.  

 

1.5.1.7 Teste de paternidade piloto 
 Após as análises discutidas no tópico anterior, apenas dez loci foram mantidos 

para a análise de paternidade (L15, L16, L20, L23, L29, L37, L38, L39, L49 e L57). Os 

genótipos destes loci das amostras de famílias completas de criatório (AC1-AC19) foram 

submetidos ao teste de paternidade do programa Cervus 3.0.7, que utiliza a razão de 

verossimilhança (do inglês “likelihood ratio”), também conhecido como índice de 

paternidade, para identificar os pais mais prováveis. Neste cenário, há duas hipóteses 

possíveis: o suposto pai é o verdadeiro pai ou o suposto pai não é o verdadeiro pai, sendo 

que a razão de verossimilhança é calculada pela probabilidade de que o suposto pai é o 

verdadeiro pai dividido pela probabilidade do suposto pai não ser o verdadeiro pai, 

probabilidades essas que são calculadas a partir da probabilidade de se obter os genótipos 
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observados. Para diferenciar genótipos frequentes que gerariam alta chance de 

compatibilidade de genótipos raros que possuem menor chance de compatibilidade, são 

utilizadas as frequências alélicas de cada locus, e assume-se que estes possuem herança 

mendeliana. As razões de verossimilhança de cada locus são multiplicadas para se obter 

a razão de verossimilhança total, expressa no Cervus como valor de LOD, que é obtido 

tomando o log natural da razão de verossimilhança. Uma pontuação positiva de LOD 

indica que há mais chances de o possível progenitor ser o verdadeiro pai do que de não 

ser o verdadeiro pai; enquanto que se as chances de um possível pai ser o verdadeiro pai 

e de não ser o verdadeiro pai são iguais, o valor de LOD será igual a zero. Já nos casos 

que o valor de LOD é negativo, a chance de que o suposto pai é o pai verdadeiro é menos 

provável do que a chance de não ser o verdadeiro pai.  

Os loci L20, L23, L29 e L57 tiveram muitos indivíduos de criatório sem genótipo 

definido, e, portanto, na maioria dos casos, não foram utilizados neste teste de 

paternidade, fazendo com que a análise fosse realizada com menos de dez loci. O 

resultado da análise de paternidade do programa Cervus, mostrado na tabela abaixo 

(tabela 16), foi condizente com o observado manualmente, em especial ao filhote AC14 

não ser filhote de AC9 e AC13, uma vez que este filhote apresentou incompatibilidade 

com os pais sugeridos em todos os loci analisados. Possivelmente ocorreu um erro no 

armazenamento das informações de parentesco deste filhote no criatório que forneceu as 

amostras. O filhote AC16 apresentou mismatch em um locus com o possível pai (AC1), 

e uma análise manual mostra que essa incompatibilidade ocorreu no locus L29 (genótipos 

mostrados na tabela 17), no qual ambos possuem alelos com 148pb de tamanho, porém 

possuem quatro SNVs ao longo da sequência (figura 43), sendo que nenhuma diferença 

é encontrada na região dos microssatélites. Apesar deste mismatch, AC1 ainda foi 

considerado o pai de AC16 com o nível de confiança relaxado. Vale ressaltar que caso as 

sequências não fossem levadas em consideração na análise, mas somente o tamanho dos 

fragmentos, este mismatch não teria sido observado. Com exceção dos progenitores 1 e 2 

de AC14 e do progenitor 2 de AC16, todos os demais foram considerados os verdadeiros 

progenitores dos respectivos filhotes com nível de confiança de 95%. Conforme esperado, 

os irmãos AC20 e AC21 não foram compatíveis com nenhum dos progenitores. 

Como os testes de paternidade para espécies de aves traficadas ainda são um 

assunto relativamente novo no contexto de regulação, ainda não foi, no momento, 

definido como estes testes serão analisados. Para humanos, por exemplo, as estatísticas 



 100 
 

de verossimilhança e poder de exclusão podem ser utilizados, enquanto que para animais 

outro sistema é utilizado. A Instrução Normativa do Ministério da Agricultura e Pecuária 

(MAPA) n°45, de 15 de dezembro de 2017, traz de forma detalhada os loci que devem 

ser utilizados na genotipagem de animais das espécies bovina, equina, ovina, caprina, 

bubalina e asinina, sendo todos descritos e validados pela Sociedade Internacional de 

Genética Animal (ISAG). Para estes, devem ser genotipados no mínimo 12-14 loci de 

acordo com a espécie, e caso ocorra uma discrepância, é necessário a genotipagem de 

mais alguns loci de microssatélites para compor o painel. 

 



Tabela 16- Resumo do resultado da análise de paternidade das amostras de criatório. Resumo do arquivo de saída do programa Cervus 3.0.7 para a análise 
de parentesco das amostras de criatório mostrando os possíveis pais de cada filhote. 

 

Prole Possível 
progenitor 

1 

Mismatches 
entre prole 
e possível 

progenitor 
1 

LOD 
prole x 

progenitor 
1 

Confiança 
1 
  

Possível 
progenitor 

2 

Mismatches 
entre prole 
e possível 

progenitor 
2 

LOD 
prole x 

progenitor 
2 

Confiança 
2 

Número de 
loci 

comparados 
no trio 

Mismatches 
do trio 

LOD trio Confiança 
trio 

AC3 AC2 0 2.68E+00 * AC1 0 3.92E+00 * 6 0 7.76E+00 * 

AC4 AC2 0 1.79E+00 * AC1 0 8.17E-01 * 4 0 3.98E+00 + 

AC5 AC2 0 2.68E+00 * AC1 0 1.71E+00 * 5 0 5.54E+00 + 

AC8 AC7 0 3.23E+00 * AC6 0 3.88E+00 * 6 0 8.21E+00 * 

AC11 AC10 0 4.13E+00 * AC9 0 4.51E+00 * 6 0 1.21E+01 * 

AC12 AC10 0 1.60E+00 * AC9 0 3.61E+00 * 5 0 7.94E+00 * 

AC14 AC13 4 ######## - AC9 3 ######## - 6 4 ######## - 

AC16 AC15 0 3.94E+00 * AC1 1 ######## + 6 1 2.49E+00 + 

AC19 AC18 0 3.38E+00 * AC17 0 1.14E+00 * 5 0 5.60E+00 + 

Trio= filhote e os dois possíveis progenitores 

 *Nível estrito de confiança: 95% de confiança no resultado positivo 

+Nível relaxado de confiança: 80% de confiança no resultado positivo 

- Provável não atribuição de parentesco 
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Tabela 17- Genótipo de filhotes e progenitores. Os códigos dos alelos foram gerados automaticamente pelo programa CHIIMP, e a parte anterior ao hífen 

corresponde ao tamanho do fragmento analisado. Os destaques com fundo acinzentado são os loci que apresentaram incompatibilidade entre progenitor(es) e 

filhote. 

 Indivíduo Parentesco L15a L15b L16a L16b L20a L20b L23a L23b L29a L29b 

Fa
m

íli
a 

1 

AC1 pai 
98-
7cf295 

100-
6ab47b 0 0 0 0 0 0 

148-
f1cb17 

148-
f1cb17 

AC2 mãe 
98-
9bdf23 

100-
6ab47b 

91-
531363 

81-
7f9743 0 0 0 0 0 0 

AC3 filhote 
100-
6ab47b 

100-
6ab47b 

81-
7f9743 

89-
8f1ddb 0 0 0 0 

148-
f1cb17 

148-
f1cb17 

AC4 filhote 
98-
9bdf23 0 

81-
7f9743 

89-
8f1ddb 0 0 0 0 0 0 

AC5 filhote 
100-
6ab47b 

100-
6ab47b 

81-
7f9743 

89-
3e2797 0 0 0 0 

166-
69dda5 0 

Fa
m

íli
a 

2  AC6 pai 
96-
c1b5e9 

100-
6ab47b 

89-
8f1ddb 

99-
dab55e 0 0 0 0 0 0 

AC7 mãe 0 0 
89-
3e2797 

89-
8f1ddb 0 0 

130-
0e8266 0 0 0 

AC8 filhote 
96-
c1b5e9 

96-
c1b5e9 

89-
8f1ddb 

89-
3e2797 

109-
e7f483 

109-
e7f483 0 0 0 0 

Fa
m

íli
a 

3  

AC9 pai 
96-
d785bd 

100-
6ab47b 

89-
bc55ed 

91-
531363 0 0 

133-
cbd1da 0 

148-
3af74e 0 

AC10 mãe 
102-
4530c3 

110-
dba4c0 

81-
7f9743 

89-
3e2797 0 0 0 0 0 0 

AC11 filhote 
102-
4530c3 

96-
d785bd 

91-
531363 

81-
7f9743 0 0 0 0 0 0 

AC12 filhote 
100-
6ab47b 0 

89-
3e2797 

91-
531363 0 0 0 0 

148-
3af74e 

148-
3af74e 
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 Indivíduo Parentesco L15a L15b L16a L16b L20a L20b L23a L23b L29a L29b 

Fa
m

íli
a 

4 AC9 pai 
96-
d785bd 

100-
6ab47b 

89-
bc55ed 

91-
531363 0 0 

133-
cbd1da 0 

148-
3af74e 0 

AC13 mãe 
96-
d785bd 

102-
4530c3 0 0 0 0 

133-
d75386 

139-
77c452 0 0 

AC14 filhote 
98-
7cf295 

98-
7cf295 

89-
bc55ed 

89-
bc55ed 0 0 0 0 

145-
d6ec0d 

145-
d6ec0d 

Fa
m

íli
a 

5  AC1 pai 
98-
7cf295 

100-
6ab47b 0 0 0 0 0 0 

148-
f1cb17 

148-
f1cb17 

AC15 mãe 
98-
7cf295 

100-
6ab47b 

93-
b528e9 

93-
b528e9 0 0 

142-
1e8dec 0 0 0 

AC16 filhote 
100-
6ab47b 

100-
6ab47b 0 0 0 0 0 0 

148-
39865f 

148-
39865f 

Fa
m

íli
a 

6  AC17 pai 
98-
7cf295 0 

93-
c566e2 

89-
3e2797 0 0 0 0 

148-
39865f 

148-
39865f 

AC18 mãe 
100-
b6f94c 

98-
7cf295 

89-
3e2797 

89-
3e2797 0 0 0 0 

148-
39865f 

148-
39865f 

AC19 filhote 
98-
7cf295 

112-
4b731c 

93-
c566e2 0 0 0 0 0 0 0 
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 Indivíduo parentesco L36a L36b L37a L37b L38a L38b L39a L39b 

Fa
m

íli
a 

1 

AC1 pai 
118-
0fa61a 

118-
0fa61a 

119-
bf4bd5 0 

134-
fa9466 

104-
ab9f82 

97-
ea259f 103-dbd76f 

AC2 mãe 
139-
f22238 

127-
f672bf 0 0 

116-
3ebf23 

116-
3ebf23 

97-
20e048 121-0ae92d 

AC3 filhote 
118-
0fa61a 0 0 0 

116-
3ebf23 

134-
fa9466 

121-
0ae92d 97-ea259f 

AC4 filhote 0 0 0 0 
134-
fa9466 

116-
3ebf23 

121-
0ae92d 103-dbd76f 

AC5 filhote 0 0 
125-
8b7bb6 0 

116-
3ebf23 

134-
fa9466 

103-
dbd76f 121-0ae92d 

Fa
m

íli
a 

2 AC6 pai 
136-
ecf5c8 0 

122-
9dbb1d 

125-
8b7bb6 

134-
a20c61 

122-
ea2fef 

103-
dbd76f 103-c065bf 

AC7 mãe 
127-
bf524b 0 

122-
acac76 

122-
acac76 

134-
8d78c9 0 

103-
f29a4d 103-f29a4d 

AC8 filhote 
145-
56d212 0 

122-
acac76 

125-
8b7bb6 

134-
a20c61 

134-
a20c61 

103-
f29a4d 103-dbd76f 

Fa
m

íli
a 

3 

AC9 pai 
118-
0fa61a 

118-
0fa61a 

125-
8b7bb6 

125-
8b7bb6 

116-
27a623 

131-
94c6f7 

103-
f29a4d 97-ea259f 

AC10 mãe 
148-
141eaf 

148-
141eaf 

125-
8b7bb6 

125-
8b7bb6 

104-
6a9d12 

137-
43304c 

97-
20e048 97-20e048 

AC11 filhote 0 0 
125-
8b7bb6 

125-
8b7bb6 

116-
27a623 

104-
6a9d12 

97-
20e048 103-f29a4d 

AC12 filhote 0 0 
125-
8b7bb6 

125-
8b7bb6 

116-
27a623 

137-
43304c 

103-
f29a4d 97-20e048 
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 Indivíduo parentesco L36a L36b L37a L37b L38a L38b L39a L39b 

Fa
m

íli
a 

4  AC9 pai 
118-
0fa61a 

118-
0fa61a 

125-
8b7bb6 

125-
8b7bb6 

116-
27a623 

131-
94c6f7 

103-
f29a4d 

97-
ea259f 

AC13 mãe 0 0 0 0 
125-
baddda 

137-
43304c 

106-
d8eecb 

103-
cb204f 

AC14 filhote 0 0 
122-
acac76 

125-
8b7bb6 

119-
5fcfc4 

104-
ab9f82 

97-
20e048 

103-
dbd76f 

Fa
m

íli
a 

5 AC1 pai 
118-
0fa61a 

118-
0fa61a 

119-
bf4bd5 0 

134-
fa9466 

104-
ab9f82 

97-
ea259f 

103-
dbd76f 

AC15 mãe 
133-
f1d225 

133-
f1d225 

122-
f02b57 

122-
acac76 

122-
e0f4b3 

125-
66a356 

97-
20e048 

97-
20e048 

AC16 filhote 0 0 
119-
bf4bd5 

122-
f02b57 

104-
ab9f82 

122-
e0f4b3 

103-
dbd76f 

97-
20e048 

Fa
m

íli
a 

6 AC17 pai 0 0 0 0 
104-
ab9f82 

134-
8d78c9 0 0 

AC18 mãe 
118-
0fa61a 

118-
0fa61a 

122-
21c65d 

128-
b6d990 

104-
ab9f82 

122-
f3da73 

103-
dbd76f 

121-
0ae92d 

AC19 filhote 0 0 
128-
b6d990 

122-
acac76 

104-
ab9f82 

122-
f3da73 

121-
0ae92d 

97-
20e048 

 



 Indivíduo parentesco L49a L49b L57a L57b 
Fa

m
íli

a 
1 

AC1 pai 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

AC2 mãe 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

AC3 filhote 

113-

d5c755 

105-

9383de 0 0 

AC4 filhote 

105-

9383de 

105-

9383de 0 0 

AC5 filhote 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

Fa
m

íli
a 

2 AC6 pai 

105-

9383de 

105-

9383de 

135-

2e9ec9 

150-

c828e8 

AC7 mãe 

105-

9383de 

105-

9383de 0 0 

AC8 filhote 

105-

9383de 

105-

9383de 0 0 

Fa
m

íli
a 

3 

AC9 pai 

109-

43f73a 

109-

43f73a 0 0 

AC10 mãe 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

AC11 filhote 

109-

43f73a 

113-

d5c755 

125-

805a7f 

125-

805a7f 

AC12 filhote 

105-

9383de 

109-

43f73a 0 0 

Fa
m

íli
a 

4  AC9 pai 

109-

43f73a 

109-

43f73a 0 0 

AC13 mãe 

105-

9383de 

105-

9383de 0 0 

AC14 filhote 

109-

43f73a 

109-

43f73a 

145-

f33326 

145-

f33326 

Fa
m

íli
a 

5 AC1 pai 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

AC15 mãe 

105-

9383de 

113-

d5c755 

145-

bfd640 

145-

f33326 

AC16 filhote 

105-

9383de 

113-

d5c755 0 0 

Fa
m

íli
a 

6 AC17 pai 

109-

43f73a 

109-

43f73a 0 0 

AC18 mãe 

105-

9383de 

105-

9383de 

150-

f07225 0 

AC19 filhote 

105-

9383de 

109-

43f73a 0 0 



 

Figura 43- Mismatches nas sequências de pai (AC1) e filhote (AC16) no locus L29. A análise 

de paternidade do programa Cervus identificou um mismatch entre o possível pai (AC1) e o filhote 

(AC16). Ambos possuíam alelos diferentes, porém com mesmo tamanho. As diferenças 

observadas entre os dois alelos foram quatros SNVs fora da região do microssatélites e são 

indicados na imagem pela seta azul. Imagem gerada no programa Geneious.  

 

1.5.1.8 Controles negativos 
Os controles negativos de todos os testes também foram sequenciados e as suas 

sequências analisadas. A ausência de resultados de genotipagem para o controle negativo 

indica que estas sequências não possuem informações suficientes para as análises. 

Conforme mostrado na figura 44, abaixo, a grande maioria das reads dos controles 

negativos eram de sequências curtas (de até cerca de 60pb), sendo basicamente dímeros 

de primers. Já nos gráficos de tamanho das reads das amostras sequenciadas, a maioria 

possuía tamanho entre 100 e 180pb, abrangendo as sequências alvo (anexo I). Em alguns 

casos, havia também algumas sequências que não correspondiam à sequência referência 

nem a dímeros de primers, podendo ser resultado de sequências de index, adaptadores ou 

de combinação de primers de diferentes loci, como, por exemplo, mostrado na figura 45, 

abaixo, do mapeamento das reads do controle negativo do teste 2 contra a referência de 

L37. Vale ressaltar que as sequências demonstradas nas imagens são de reads brutas, e 

que quando utilizados filtros de trimagem das reads de acordo com o tamanho, boa parte 

das sequências alinhadas nos controles negativos são descartadas.  
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Teste 

1 

 
 

Teste 

2 

 
 

Teste 

3 

 
Figura 44- Tamanho das reads dos controles negativos. As imagens mostram os gráficos de 

tamanho das reads brutas dos controles negativos dos três testes realizados no MiSeq, e, para 

todos, a grande maioria das reads tem tamanho de até cerca de 60 pares de bases, tamanho 

compatível com os dímeros de primers. Os gráficos foram gerados pelo programa Geneious 

11.1.15 (https://www.geneious.com). 

 
Figura 45- Reads do controle negativo do teste 2 mapeadas contra a referência do L37. A- 

Parte das reads continham a sequência do primer forward e sequência complementar do primer 
reverse, resultante da formação de dímeros de primers. B- A sequência complementar do primer 
reverse está destacada em vermelho, seguido por sequências posteriores que não continham 

sequências do amplicon em análise. O mapeamento foi feito com o programa Geneious 11.1.15 

(https://www.geneious.com). 

Apesar de não influenciarem nos resultados das análises dos genótipos, a 

existência destas sequências pode prejudicar o rendimento do sequenciamento, uma vez 

que utiliza reagentes que poderiam ser utilizados para sequências de interesse.  As 

sequências geradas nos controles negativos poderiam ser possivelmente evitadas se as 

PCRs fossem realizadas com reagentes do tipo Hot start, que ao reduzir a amplificação 

não específica e formação de dímeros de primers, otimizam o rendimento das 

amplificações desejadas (Green&Sambrook 2018). Uma outra possível alternativa 

poderia ser a substituição do uso da Taq polimerase (enzima encontrada em Thermus 

aquaticus) pela Pfu polimerase (enzima encontrada em Pyrococcus furiosus), que previne 

o anelamento dos primers antes que a temperatura de anelamento seja atingida e também 

possui menor taxa de erro (Goldbio 2018). 
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1.5.2 DNA mitocondrial de Saltator similis 
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1.6. Conclusão 
O uso da tecnologia de NGS permitiu um enorme avanço na área de 

microssatélites, uma vez que tornou a descoberta destas regiões repetitivas muito mais 

eficiente e rápida quando comparada à metodologia tradicional. Além disto, ao analisar 

as sequências e não somente o tamanho do fragmento na genotipagem, é possível 

discriminar alelos de mesmo comprimento e também detectar SNVs (Butler 2004, 

Zavodna 2014). Este estudo foi pioneiro em desenvolver marcadores moleculares para S. 

similis baseado em NGS tanto para o desenvolvimento quanto para análise. Dos 59 

marcadores microssatélites que foram selecionados, apenas dez loci chegaram na fase 

final (L15, L16, L20, L23, L29, L37, L38, L39, L49, L57), mostrando que apesar da 

facilidade que o NGS oferece no desenvolvimento de novos marcadores deste tipo, o 

desenvolvimento ainda requer várias etapas para padronização das PCR, avaliação da 

qualidade do sequenciamento (como pouca formação de dímeros e ausência de 

anelamento inespecífico em outras partes do DNA que não na sequência alvo) e 

descoberta de alvos que possuam graus de polimorfismo satisfatório e baixa frequência 

de alelos nulos.  

Na padronização, as PCR foram testadas com diversas modificações, sendo que 

os melhores resultados foram obtidos quando utilizado o pré-mix IVB (Phoneutria), 

temperatura de anelamento de 60°C e 30 ciclos. A escolha de manter as mesmas 

condições para todas as reações permite que as reações que aqui foram feitas como 

pseudomultiplex sejam possivelmente realizadas como multiplex, reduzindo ainda mais 

os custos e tempo de manipulação. Além disto, a genotipagem poderá possivelmente ser 

realizada no mesmo laboratório que a PCR de sexagem, visando facilitar para o 

responsável pelo criatório que poderá enviar uma única vez a amostra em papel FTA.  

A genotipagem dos loci aqui selecionados permitiu a correta identificação de 

possíveis progenitores mesmo que a análise de paternidade tenha sido realizada com um 

número inferior a dez loci. Isto demonstra que estes loci são extremamente úteis para este 

tipo de análise, e que, quando combinados com um número maior de loci, resultarão em 

ainda mais confiança dos resultados de filiação, e, portanto, estão aptos a compor o painel 

de genotipagem mencionada na resolução do CONAMA n° 487, de 15 de maio de 2018. 

Os loci que foram selecionados e verificados no teste de paternidade piloto foram dois 

dinucleotídeos (L15 e L16), quatro trinucleotídoes (L37, L38, L39 e L49) e um 

pentanucleotídeo (L57). Além disto, primers de regiões microssatélite também podem 



 113 
 

funcionar em estudos com DNA de espécies proximamente relacionadas e não somente 

para aquela espécie para o qual foram desenhados, permitindo estudos multiespécies 

(Hodel 2016). Assim, os primers desenvolvidos neste trabalho para as regiões 

microssatélites de Saltator similis possuem potencial de funcionarem também para 

espécies próximas, como, por exemplo, para Saltator maximus, espécie também presente 

nos criatórios brasileiros. 

Apesar do foco do trabalho ter sido desenvolver marcadores moleculares baseados 

em NGS para genotipagem e teste de filiação de S. similis visando a possível identificação 

de animais criados ilegalmente, estes mesmos marcadores poderão ser utilizados 

futuramente também em projetos de conservação, manejo em cativeiro e em estudos de 

genética de populações. Caso seja detectada estruturação genética entre os diferentes 

locais de ocorrência da espécie, a utilização destes marcadores também poderá auxiliar 

na descoberta de rotas de tráfico.  

Este trabalho também foi pioneiro no sequenciamento, montagem e anotação do 

mtDNA completo de S. similis. Este poderá ser utilizado em estudos evolutivos e também 

possibilitará a identificação da espécie quando o animal não apresentar características 

morfológicas para a correta identificação, se tratar de ovos ou então apenas vestígios 

estiverem presentes e as informações apenas do COI não forem suficientes para distinguir 

espécies proximamente relacionadas.  
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2. Capítulo 2 - Biologia sintética: uma nova abordagem para a 
conservação de espécies ameaçadas de extinção  
 

2.1 Introdução 
A biologia sintética abrange o desenho e a construção de novas partes biológicas 

e sistemas, assim como a capacidade de alterar sistemas biológicos naturais com 

determinados fins (Nature portfolio 2021). A combinação de técnicas e tecnologias 

permite ler, interpretar, modificar, projetar e fabricar DNA para interferir em formas e 

funções celulares e de organismos, podendo atingir a escala de interferir em toda uma 

espécie ou ecossistema. Enquanto esta área avança, muito ainda é necessário aprender 

sobre quais genes influenciam quais características e como eles interagem com outros 

genes e também com fatores ambientais (Redford 2019). 

Uma das abordagens da biologia sintética é em relação à conservação de espécies, 

que possui grande potencial já que projetos de conservação frequentemente se iniciam 

quando a espécie já se encontra em um nível crítico de ameaça e/ou possui poucos 

indivíduos, dificultando a chance de sucesso. A diversidade genética é um importante 

fator na sobrevivência da população (Bouzat 2010), sendo que a sua perda resulta em 

redução na qualidade de espermas, redução no número de filhotes por ninhada (Hedrick 

2010), aumento da mortalidade de indivíduos jovens (Ralls 1988), aumento da 

susceptibilidade a doenças e infecções (Coltman 1999) e redução da habilidade de se 

adaptar a mudanças ambientais (Hoffmann 1997). Populações ameaçadas ou 

fragmentadas geralmente sofrem com endogamia, fluxo gênico restrito, deriva genética e 

pequeno tamanho populacional, contribuindo para a redução da diversidade genética e 

aumentando seu risco de extinção (Saccheri 1998, Madsen 1999, Butchart 2010, Market 

2010, Rands 2010). Assim, o uso da biologia sintética, através principalmente da edição 

gênica, pode ser a chave para a eficiência dos projetos de conservação, uma vez que sejam 

tomadas ações para resolver problemas relacionados à patógenos, baixa diversidade 

genética, espécies invasoras, conversão de habitats, superexploração, poluição é até 

mesmo reversão da extinção (Piaggio 2016, Redford 2019) (figura 46).  
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Figura 46- Biologia sintética na restauração da biodiversidade. As pressões exercidas sobre 

os animais podem resultar na extinção de espécies (setas vermelhas). A utilização da biológica 

sintética nos projetos de conservação auxilia a manutenção das espécies, reduzindo o risco de 

extinção (setas verdes). Figura baseada em: http://reviverestore.org/what-we-do/extinction-

continuum/.   

 

2.1.1 De-extinction 
Em 2013, surgiu um novo termo no campo da conservação de espécies: de-

extinction (Revive & Restore 2013). Este termo ainda não possui tradução para o 

português, mas se trata da reversão da extinção de uma espécie. Em 2016, a IUCN 

(International Union for Conservation of Nature) definiu que de-extiction é a geração de 

uma espécie próxima à espécie extinta e funcionalmente equivalente, tendo como objetivo 

a restauração das funções ecológicas vitais que sustentam a dinâmica dos ecossistemas e 

aumentam a biodiversidade (IUCN 2016). Dentre as formas de se realizar a de-extinction, 

a hibridização precisa via edição gênica é a única aplicável a maioria das espécies alvo. 

Para isso, é necessário obter a sequência de DNA da espécie extinta e uma espécie modelo 

que poderá ter seu genoma editado para produzir a nova espécie-próxima com 

características da espécie extinta (Novak 2018).  

Atualmente, já se tem a sequência de DNA de diversos animais extintos que 

poderiam ser candidatos aos programas de reversão de extinção. Porém, estes projetos 

são extensos e caros, exigindo investimento financeiro e equipes multidisciplinares. 

Assim, é preciso selecionar as espécies levando em consideração critérios técnicos e 

considerações ecológicas e sociais, tendo o foco principal em espécies que possuem alto 

impacto em seus ecossistemas (Novak 2018).  
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Em 2017, havia sete projetos de reversão de extinção de espécies com diferentes 

abordagens. Um destes projetos é a de-extinction do mamute-lanoso (Mammuthus 

primigenius), que utiliza o genoma de elefante-asiático (Elephas maximus) como 

organismo modelo (Novak 2018).  Mammuthus primigenius é uma das espécies de 

mamute que existiu no Pleistoceno, cujos últimos registros encontrados datam de 12-

10.000 anos atrás (The Academy of Natural Sciences 2007). Análises dos genótipos das 

duas espécies mostram que elas possuem cerca de um milhão de diferenças, mas que a 

maioria é apenas variação natural acumulada ao longo dos anos. Assim, para se produzir 

uma espécie próxima do mamute-lanoso, a edição gênica é focada nos genes que 

conferem características específicas de sobrevivência do mamute, como as adaptações 

para sobrevivência no frio (Palkopoulou 2015, Palkopoulou 2018, Lynch 2015). Ao se 

trabalhar em um projeto de reversão de extinção, comumente a espécie usada como 

modelo também recebe abordagem de conservação, que, como no caso do elefante-

asiático, possui um projeto envolvendo o EEHV (herpesvírus endoteliotrópico de 

elefante). 

O mamute-lanoso foi uma das espécies escolhidas para reversão da extinção por 

ser uma espécie-chave no seu ecossistema, uma vez que é capaz de moldar seu habitat de 

modo a beneficiar outras espécies e disponibilidade de recursos. O caminhar da 

megafauna foi vantajoso para as gramíneas, e sua ausência resultou no crescimento de 

tundra e taiga (Putshkov 1999), sendo que as gramíneas sequestram e armazenam carbono 

de maneira mais eficaz (Amthor 1998), tendo importância nas mudanças climáticas. Além 

disto, a pastagem do mamute faz com que o ar frio do inverno chegue até o solo e o 

mantenha congelado durante o verão. Isso, juntamente com o albedo, previne o 

derretimento do permafrost, que é uma das maiores fontes de liberação de 

hidrocarbonetos na atmosfera. A restauração do ecossistema para pastagem não é uma 

solução rápida para se evitar e controlar as mudanças climáticas, mas oferece uma 

proteção a longo prazo (Amthor 1998). Para se criar um animal a partir de edições gênicas 

no genoma de elefante capaz de sobreviver ao frio, precisam ser encontradas no genoma 

do mamute os genes que permitiam sua sobrevivência neste ambiente, como crescimento 

de pelos, gordura subcutânea para isolamento e jejum e mecanismo de oxigenação a 

baixas temperaturas (Revive & Restore).  
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2.1.2 CRISPR-Cas9 
Apesar de ter dado maior visibilidade à edição gênica, o CRISPR (repetições 

palindrômicas curtas agrupadas intercaladas regularmente, do inglês “clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats”) não foi a primeira metodologia desenvolvida 

para este fim. Outras metodologias como TALEN (transcription activator-like effector 

nucelases) e zinc-finger nucleases já eram utilizadas há alguns anos, porém, apresentam 

certas dificuldades em relação à complexidade e possibilidade de realizar multiplas 

edições, além do alto custo. Todos esses aspectos foram contornados com o CRISPR, 

permitindo uma nova era na edição gênica (Synthego, Ran 2013, Ledford 2015).  

Descoberto inicialmente em uma fábrica de iogurtes e queijos, o sistema CRISPR 

funciona como uma espécie de sistema imunológico adaptativo em bactérias, que permite 

que elas lutem contra a repetidas infecções de certos bacteriófagos. Pouco tempo depois 

desta descoberta, grupos de cientistas foram capazes de utilizar essa metodologia para 

deletar, adicionar, ativar ou silenciar genes alvos em diversos animais de laboratório, 

demonstrando a ampla utilidade da técnica (Pennisi 2013), sendo uma ferramenta 

importante também para o estudo das funções gênicas (Nelson 2018). 

Para alterar a sequência de nucleotídeos, é necessário um RNA-guia (sgRNA) que 

possui uma região complementar à sequência alvo de 20 à 25 pb seguida por uma 

sequência PAM (protospacer adjacent motif), que será variável de acordo com a espécie 

da qual o sistema CRISPR-Cas9 é derivado, sendo que no sistema com SpCas9 

(Streptococcus pyogenes Cas9) o DNA alvo deve preceder um 5′-NGG PAM (Jinek 

2012). Juntamente com a nuclease Cas9, esse complexo formado dentro da célula cliva 

separadamente as duas fitas de DNA. O sítio de clivagem situa-se três nucleotídeos acima 

ou abaixo da sequência PAM, dependendo da fita. Posteriormente ocorre a reparação pela 

união de extremidade não-homóloga (NHEJ, do inglês “non homologous end joining”), 

que pode resultar em mutações aleatórias de inserção ou deleção de nucleotídeos de 

diversos tamanhos, gerando mudança da janela de leitura e resultando em knockout do 

gene alvo (Vasconcelos 2015). O processo é exemplificado na figura 47, abaixo.  
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Figura 47- Mecanismo de edição gênica com sistema CRISPR-Cas9. Após a formação do 

complexo CRISPR-Cas9 com alinhamento do sgRNA à sequência alvo e reconhecimento do 

PAM, há a quebra da dupla fita de DNA que é então reparada por união de extremidade não 

homóloga, que pode ser feita com deleção ou adição de nucleotídeos, resultando em uma fita de 

DNA final com uma sequência diferente de nucleotídeos da fita de DNA original. Figura criada 

com BioRender.  

 

2.1.3 Elephas maximus 
Conhecido como elefante-asiático ou elefante-inidiano, o Elephas maximus é a 

única espécie ainda existente do gênero Elephas e é classificado como ameaçado de 

extinção na lista vermelha de espécies ameaçadas da IUCN (Williams 2020), enquanto 

que uma das suas três subespécies, o Elephas maximus sumatranus, é classificada como 

criticamente ameaçada pela mesma lista (Gopala 2011). Seu genoma contém 3.1 bilhões 

de pares de bases e é organizado em 56 cromossomos (Houck 2001). Atualmente, estima-

se que há cerca de 50 mil indivíduos em vida livre e cerca de 15 mil indivíduos em 

cativeiro, sendo que seu tamanho populacional vem diminuindo (The IUCN SSC Asian 

Elephant Specialist Group). A espécie tem sua população severamente fragmentada e 

ocorre em diversos países: Bangladesh, Butão, Camboja, China, Índia, Indonésia, 

República Popular do Laos, Malásia, Mianmar, Nepal, Sri Lanka, Tailândia e Vietnã 
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(Williams 2020), sendo que já desapareceu de 95% da sua área de ocorrência histórica 

(Sukumar 2006) (figura 48).  

Dentre as ameaças para sua conservação, está a perda de habitats e fragmentação, 

conflito com humanos, caça e tráfico (Sukumar 2006, Sukumar 2016, Menon 2017). A 

caça com interesse no marfim resulta em um desequilíbrio dos sexos, uma vez que atinge 

apenas machos, podendo resultar em aumento do número de acasalamentos 

consanguíneos (Sukumar 1998, Sukumar 2003). A caça não ocorre apenas por interesse 

no marfim, mas também por outras partes como carne e pele, afetando, neste caso, ambos 

os sexos (Kemf 2000, Menon 2002). Outro problema para a conservação da espécie, tanto 

para animais de vida livre como de cativeiro são as infecções causadas pelo Herpesvírus 

endoteliotrópico de elefante (EEHV). 

 

 
Figura 48- Área de ocorrência de Elephas maximus. A região demarcada em amarelo 

representa as áreas de ocorrência do elefante-asiático no passado. As regiões em verde são áreas 

de ocorrência atuais (The IUCN SSC Asian Elephant Specialist Group). 

 

2.1.4 Herpesvírus endoteliotrópico de elefante (EEHV) 
 Há 19 cepas conhecidas do herpervírus endoteliotrópico de elefante (EEHV), 

vírus de dupla fita DNA e pertencente à ordem Herpervirales, responsável por causar 

hemorragia aguda em elefantes asiáticos (Elephas maximus) filhotes e jovens, tanto de 

vida livre como de cativeiro, sendo a cepa EEHV1 a principal causadora da doença 
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(EEHV Advisory Group 2019). A doença causada por EEHV é um das as principais 

ameaças à sobrevivência ao elefante-asiático, já ameaçado de extinção, afetando cerca de 

24% dos filhotes nascidos na América do Norte e na Europa nos últimos 20 anos e 

causando a morte de cerca de 60% dos elefantes-asiáticos monitorados com idades entre 

oito meses e 15 anos (Hayward 2012). Apesar da relevância do EEHV na conservação do 

elefante-asiático, ainda não se tem certeza sobre quais os tipos celulares são alvos do vírus 

(Guntawang 2020) ou a dinâmica da infecção (Fuery 2018, Srivorakul 2019).   

 Para poder conhecer melhor sobre o mecanismo de patogenicidade do vírus e 

resposta celular à infecção e também estudar sobre possíveis tratamentos, é necessário 

um modelo de cultura celular, que também serve para crescimento e propagação do vírus 

(Pringproa 2015, Meister 2019). Porém, há inúmeras tentativas fracassadas de se cultivar 

EEHV em diversas linhagens celulares como Vero (células oriundas de rim de macaco), 

MDCK (tipo celular oriundo de rim de cachorro), BHK-21 (células provenientes de rim 

de filhote de hamster) e HrT-18G (células de tumor retal humano), assim como em 

culturas primárias de diversos tipos celulares (Ossent 1990, Richman 1999, Seilern-Moy 

2016, Pavulraj 2019). Essa dificuldade em se isolar e cultivar o vírus resulta na ausência 

de vacina, de tratamento específico e de protocolos de prevenção para a doença (Photichai 

2020).  

Em 2002, foi publicado pela primeira vez a síntese do material genético de um 

vírus sem a necessidade de um organismo molde: o vírus da pólio (Cello 2002), 

quebrando a necessidade de se precisar de um espécime viral isolado da natureza para se 

estudar aspectos relacionados aos vírus, iniciando um novo ramo da biologia sintética: a 

virologia sintética. Mesmo ainda estando nos primeiros anos da técnica e com apenas 

poucos vírus construídos com essa metodologia, essa é uma ferramenta importante para 

reconstruir vírus de difícil propagação e assim conseguir estudar mecanismos de 

patogenicidade e entendimento sobre a ligação patógeno-hospedeiro (Wimmer 2009, 

Wimmer 2011, Weber 2012, tenOever 2020). Apesar do avanço científico, a nova 

metodologia também levantou questionamentos éticos e de segurança, uma vez que 

tornou possível produzir qualquer vírus cuja sequência gênica esteja disponível em banco 

de dados ou até mesmo produzir novos vírus (Wimmer 2011).  
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2.2 Justificativa e relevância do projeto 
Com a extinção de espécies ocorrendo de forma cada vez mais acelerada na sexta 

extinção em massa da história, novas abordagens são necessárias para proteção e 

conservação de espécies ameaçadas. A biologia sintética tem potencial inovador nesta 

área, podendo até mesmo criar espécies com sequências gênicas de mais de uma espécie 

e que mantenham a função ecológica de uma espécie extinta para manutenção do 

ecossistema no qual estavam inseridas. Apesar de focar em uma espécie, este é um projeto 

piloto que auxiliará no desenvolvimento das metodologias e futuramente poderá ser 

utilizado também para a conservação de outras espécies em risco de extinção.   
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2.3 Objetivo 
Padronizar protocolo para estudo da estrutura nuclear de mamute-lanoso e realizar 

algumas etapas da edição gênica do projeto de de-extinction de mamute-lanoso e da 

construção sintética de EEHV.  

 

2.3.1 Objetivos específicos 
-Amplificar, extrair e purificar fragmentos de EEHV1 para futura montagem com 

virologia sintética; 

-Desenhar sgRNA para knockout de genes de elefante; 

-Realizar knockout de genes específicos com metodologia de CRISPR-Cas9 em cultura 

de células; 

-Desenhar conjuntos de primers para avaliação da edição gênica; 

-Padronizar protocolo de FISH em célula e tecido de elefante-asiático para posterior 

utilização em tecido de mamute-lanoso para melhor compreensão da organização nuclear 

da espécie e de como o DNA é preservado em tecido congelado antigo.   
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2.4 Metodologia 
2.4.1 Fragmentos de EEHV 

A sequência genética do EEHV1 sequenciada por colaboradores foi dividida em 

20 fragmentos, sendo 18 fragmentos com ~10kb de tamanho e dois com ~5kb (fragmentos 

1 e 20), mantendo uma sobreposição de nucleotídeos entre as sequências de 40pb que 

permitirá, no próximo passo, a união dos fragmentos com a utilização do GenBuilderTM 

DNA Assembly (GenScript). As sequências foram sintetizadas pela empresa GenScript 

em vetor pUC57. Para cada fragmento, foi desenhado um conjunto de primers forward e 

reverse para amplificação da sequência alvo. Foi realizado um gradiente de temperatura 

de anelamento para a amplificação, sendo as temperaturas utilizadas de: 56.9°C, 57.1°C, 

57.8°C, 58.8°C, 60.1°C, 61.5°C, 63°C e 64.4°C. Também foram testados diferentes 

tempos de extensão (6 a 10 minutos) e diferentes números de ciclos (32 a 37 ciclos).  Os 

reagentes utilizados na montagem da PCR são mostrados na tabela 18 e a programação 

do termociclador é mostrada na tabela 19, abaixo.  

Tabela 18- Reagentes utilizados para montagem das PCR. 

Reagente Quantidade por reação (µl) 

Água ultrapura 23 

KAPA HiFi HotStart Ready Mix (2x) 

(KAPA biosystems) 

25 

Mix de primers forward e reverse 
(10pmol/µl) 

1 

DNA 1 

Volume total 50 

 

Tabela 19-Programação do termociclador. Os números destacados em negrito foram 

alterados em algumas reações durante a padronização 

Temperatura (°C) Tempo  

95 5 min Desnaturação 

98 30 seg Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

37 ciclos 

56.9-64.4 30 seg 

72 10 min 

72 10 min Extensão final 

4 ∞  
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Para visualização das amostras foi aplicado 20µl de produto de PCR no E-Gel 2% 

(invitrogen) com corrente por 15 minutos com padrão de tamanho 1kb Plus DNA ladder 

(New England BioLabs) em equipamento E-Gel Power Snap System (invitrogen). Os 

resultados dos géis foram visualizados com o mesmo equipamento. A banda alvo foi 

extraída do gel com o kit de purificação Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit 

(Zymo Rsearch) de acordo com o protocolo do fabricante e a amostra extraída foi 

quantificada em nanodrop.  

 

2.4.2 Edição gênica 

2.4.2.1 Desenho de sgRNA 
Os sgRNA foram desenhados com auxílio da plataforma Synthego Knockout 

Design Guide (https://design.synthego.com/#/) para utilização com a enzima SpCas9 

(Streptococcus pyogenes Cas9), que especificamente reconhece a sequência 5′-NGG-3′ 

PAM (Guo 2019). Foi utilizado como referência o genoma de Loxodonta africana 

(RefSeq Loxafr3.0 (GCF_000001905.1) rel101) disponível na plataforma. 

Posteriormente foi confirmado se não havia diferenças na sequência alvo no genoma de 

Elephas maximus. Os sgRNA desenhados foram sintetizados pela Synthego, que também 

fornece a enzima SpCas9.  

2.4.2.2 Desenho de primers 
 Os primers foram desenhados manualmente em regiões flanqueadoras ao local da 

edição gênica utilizando as sequências dos genes disponíveis no banco de dados do 

National Center for Biotechonology Information. Os primers foram sintetizados pela 

empresa IDT Integrated DNA Technologies. 

2.4.2.3 Imortalização de células 
Células mesenquimais de elefante-asiático foram cultivadas em placa de cultura 

de 6 poços com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco) 

suplementado com 15% de FBS (soro fetal bovino). Para a imortalização, as células 

receberam 2 ml do mesmo meio de cultura suplementado com 2 µl de sulfato de protamina 

8mg/ml (diluído em água e filtrado), e foram incubadas com 10 µl de EF1α-

hSTEMCCA(OKSM) Lentivirus (Millipore). Após dois dias da incubação com o 

lentivírus, o meio de cultura foi removido e as células lavadas vagarosamente com PBS e 

depois adicionado novo meio de cultura suplementado com 15% FBS e Gibco MEM 
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aminoácidos não-essenciais, e foram e mantidas em estufa a 37°C  em atmosfera de 5% 

de CO2. 

2.4.2.4 CRISPR-Cas9 
Células mesenquimais de elefante asiático imortalizadas no laboratório foram 

cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco), 

com 15% de soro fetal bovino (Gibco), antibiótico-antimicótico (Gibco), e Gibco MEM 

aminoácidos não-essenciais (para aumentar o crescimento celular e viabilidade) e 

mantidas em estufa a 37°C  em atmosfera de 5% de CO2. Dez dias antes do experimento, 

foi adicionado TSA (Trichostatin A) (STEMCELLTM Technologies) às células de acordo 

com as especificações do fabricante. Um dia antes da transfecção, as células receberam 

novo meio de cultura DMEM (Gibco) com 15% de soro fetal bovino, sem antibióticos e 

com TSA. A transfecção foi realizada com AmaxaTM P3 Primary Cell 4D-

NucleofactorTM X kit (Lonza) de acordo com o protocolo do fornecedor, utilizando 

seleção de tipo celular hES cell- H9 e pulsação CB 150. As células de uma garrafa de 

cultura T75 (75 cm2 de área de crescimento) com cerca de 75% de confluência foi 

utilizada com 40 µl de mix dos sgRNA, 2 µl de SpCas9 (Synthego) e 4 µl de GFP (Green 

Fluroescent Protein – fornecido pelo kit Lonza), utilizado para avaliar o grau de 

transfecção das células. Após o procedimento, as células foram mantidas em meio 

DMEM (Gilbco) com adição de TSA e de fator de crescimento bFGF (Fibroblast Growth 

Factor-basic – Millipore) de acordo com especificação do fabricante.  

2.4.3 Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 Fluorescence in situ hybridization (FISH) é uma técnica utilizada para detecção e 

localização de uma sequência específica de DNA no cromossomo, sendo uma poderosa 

ferramenta para estudar a estrutura e organização nuclear. A técnica de FISH utilizada 

neste trabalho foi adaptada do protocolo de Beliveau (2015) (figura 49), com diferenças 

no tempo de permeabilização da amostra (1 hora) e tentativas com diferentes períodos (3, 

5, 10 e 20 minutos) e temperaturas de desnaturação (80°C e 95°C). Com o intuito de se 

reduzir o background das amostras de tecido, também foi adicionada a etapa de adição de 

TrueBlack (Biotium) no final do protocolo e antes da adição de DAPI. A solução estoque 

de TrueBlack foi diluída 50X em etanol 80% no momento da utilização, sendo 

posteriormente adicionado 100 µl da solução de uso à cada lâmina por 30-60 segundos, 

seguido de 10 lavagens de 10 minutos com PBS ou PBT (Phosphate Buffered 

Solution/0.1% Tween). Como o PBT pode resultar em background do tecido, apenas a 
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segunda lavagem foi realizada com PBT. Outra etapa testada para reduzir o background 

da amostra foi a utilização de Scale U2 Buffer (0,1M Triton, 4M uréia e 30% glicerol) por 

diferentes períodos em temperatura ambiente. Todas as soluções utilizadas foram 

preparadas no dia dos experimentos.  

Na montagem das lâminas foi utilizado o DAPI SlowFade™ Gold Antifade 

Mountant (ThermoFisher), e, em alguns casos, também o YOYO-3 Iodide 

(ThermoFisher) e TO-PRO-3 Iodide (ThermoFisher). 

 

Figura 49- Metodologia de FISH. Desenho esquemático da metodologia de FISH mostrando de 

forma resumida os principais pontos do protocolo, que são a fixação e permeabilização da 

amostra, seguido por desnaturação e adição dos probes primários, que são hibridizados com o 

DNA da amostra. Depois é adicionado à lâmina os probes secundários marcados com fluoróforos 

e então são visualizados com microscopia confocal utilizando diversos comprimentos de onda. A 

figura foi criada com BioRender.  

2.4.3.1 Preparação das lâminas 
Lâminas de tecido foram montadas pela equipe do Beth Israel Deaconess Medical 

Center após fixação em solução de 4% de paraformaldeído. Os cortes do tecido em 

parafina foram realizados a cada 5µm. Para a preparação de lâminas de células, lâminas 

novas foram esterilizadas com álcool 70%, às quais foi adicionado 200 µl de células em 

meio de cultura (retirado de um total de 5ml de células em suspensão de uma garrafa de 

cultura T75 com 70-80% de confluência). As lâminas foram colocadas em placas de petri 

estéreis com algodão embebido em água estéril em incubadora a 37°C em atmosfera de 
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5% de CO2 por 3 horas. Em seguida, foram retiradas da estufa e imersas em solução de 

PBS (phosphate buffered saline) com 4% de paraformaldeído por 30 minutos seguido de 

lavagem com PBS. As lâminas de células foram armazenadas a 4°C em solução de PBS. 

Foram utilizadas células mesenquimais de elefante-asiático e também células humanas 

(PGP1 iPSCs) para controle negativo.  

Previamente ao protocolo de FISH, tanto lâminas de células como de tecidos 

foram fixadas novamente por 30 minutos em solução de PBS com 4% de paraformaldeído 

em temperatura ambiente e depois lavadas com PBS 1x.  

2.4.3.2 Probes 
Os probes foram desenhados por colaboradores e sintetizados pela empresa IDT 

technologies e amplificados de acordo com o protocolo “probe amplification using T7”, 

disponível em https://nirlab.org/2015/09/30/t7-reaction/. Estes probes foram desenhados 

no genoma de elefante-asiático tendo como alvo a região dos centrômeros, cromossomo 

11 e cromossomo 24. Os probes secundários marcados com fluorescência foram 

sintetizados pela mesma empresa e possuíam as seguintes sequências: /5Alex647N/ 

CACCGACGTCGCATAGAACGGAAGAGCGTGTG/3AlexF647N/ (secundário 1), 

/5Atto488N/TAGCGCAGGAGGTCCACGACGTGCAAGGGTGT /3Atto488N/ 

(secundário 5), e 

/5Atto565N/CACACGCTCTCCGTCTTGGCCGTGGTCGATCA/3Atto565N/ 

(secundário 6). Essas sequências determinam que o probe secundário 1 será visível 

quando utilizado o laser com comprimento de onda 640 nm, que possui cor rosa, enquanto 

que o probe secundário 5 será visualizado com comprimento de onda 488 nm, que possui 

cor verde, e o probe secundário 6 no comprimento de onda 561 nm, com cor vermelha. 

Também foi utilizado probes secundários com Cy5, que também pode ser visualizado 

com o comprimento de onda de 640 nm.  

2.4.3.3 Imunofluorescência  
A imunofluorescência foi realizada de acordo com o protocolo “IF protocol 

following FISH” disponível em https://nirlab.org/2019/06/06/if-protocol-following-fish/, 

utilizando apenas o anticorpo primário rabbit anti-lamin B1 (abcam) e secundário anti-

rabbit Cy5 (rosa) ou anti-rabbit pacific blue (invitrogen), de cor azulada. 

2.4.3.4 Obtenção de imagens 
O microscópio foi calibrado com Tetraspeck Microspheres (ThermoFisher), 

preparado de acordo com o protocolo “Protocol for Tetraspeck Calibration Slide 
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Preparation used for generating Biplane PSF” disponível em 

https://nirlab.org/2017/01/25/protocol-for-tetraspeck-calibration-slide-preparation-used-

for-generating-biplane-psf/. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio confocal 

Nikon Eclipse Ti do Wyss Institute com aumento de 60x com lente objetiva com imersão 

em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o 

software Fiji (Schindelin 2012), NIS-Elements imagins software (Nikon instruments Inc.) 

e IMARIS software (Oxford Instruments). Os comprimentos de onda utilizados para 

captura das imagens foram 405 (DAPI - azul), 488 (GFP - verde), 561 (dsRed /Cy3 – 

vermelho) e 640 nm (Cy5 – rosa).  
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2.5 Resultados e discussão 
2.5.1 Edição gênica 

Os genes para knockout foram selecionados por colaboradores após análise 

comparativa dos genomas de mamute-lanoso e elefante asiático. Foram desenhados 31 

sgRNA de 20pb para knockout de genes em cultura de células de elefante utilizando a 

metodologia de CRISPR-Cas9 (alguns genes encontram-se exemplificados na tabela 20), 

levando em consideração a menor chance de off-target e estar no começo da região 

codificante. A grande maioria foi desenhada para que o corte da dupla fita ocorra do exon 

2 (18 sgRNA), seguido por sete sgRNA desenhados no exon 1, quatro no exon3, um no 

exon 5 e um no exon 10.  

Apenas um experimento utilizando todos os sgRNA sintetizados como multiplex 

foi realizado, porém, após dois dias, a grande maioria das células estava morta (incluindo 

grupo controle sem edição gênica), possivelmente devido à presença de TSA nas células 

por muito tempo, uma vez que também é indutor de apoptose (Schnichels 2012). O 

experimento será repetido por colaboradores da mesma maneira, porém, as células serão 

expostas ao TSA somente dois dias antes da edição gênica. O TSA inibe seletivamente 

algumas classes de histonas desacetilases, resultando em alteração na expressão gênica, e 

a metodologia de CRISPR funciona melhor em sítios ativos, e, portanto, é importante a 

tentativa de se manter as células com TSA.  

Tabela 20- Complexo CRISPR-Cas9 para knockout dos genes selecionados. À esquerda da 

tabela encontra-se a abreviação e o nome do gene alvo, seguida da informação do exon na qual a 

sequência alvo está inserida. A sequência do RNA guia está representada em verde, em negrito a 

sequência alvo, em azul a região PAM e as setas amarelas indicam os locais onde as fitas de DNA 

serão cortadas. Imagens produzidas com Synthego Knockout Design Guide 

(https://design.synthego.com/#/). 

Gene alvo Exon Complexo CRISPR-Cas9 
Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2  

Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

 

 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 
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Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

2 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

3 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

Nome do gene alvo 

disponível sob 

consulta 

3 Sequência do sgRNA desenhado disponível sob consulta 

 

Para cada um dos sgRNA, também foram desenhados manualmente conjuntos de 

primers (exemplificados na tabela 21) para que, após a edição gênica, o DNA seja 

extraído para ser utilizado como molde para posterior PCR e sequenciamento para 

verificação da edição gênica. Os primers desenhados possuem de 21 à 30pb de tamanho 

e os tamanhos do amplicons esperados são de 121 à 310pb. 

 



Tabela 21- Conjuntos de primers desenhados para amplificação após knockout para sequenciamento. 

primer F 5'→3' 

Tamanho 
primer F 
(pb) 

Tamanho 
primer R 
(pb) primer R 5'→3' 

Tamanho 
do 
amplicon 
esperado 
(pb) 

Sequência disponível sob consulta 28 24 Sequência disponível sob consulta 199 

Sequência disponível sob consulta 23 26 Sequência disponível sob consulta 171 

Sequência disponível sob consulta 27 29 Sequência disponível sob consulta 288 

Sequência disponível sob consulta 30 24 Sequência disponível sob consulta 249 

Sequência disponível sob consulta 24 29 Sequência disponível sob consulta 161 

Sequência disponível sob consulta 25 26 Sequência disponível sob consulta 153 

Sequência disponível sob consulta 26 27 Sequência disponível sob consulta 217 

Sequência disponível sob consulta 23 22 Sequência disponível sob consulta 200 

  



2.5.2 Padronização do protocolo de FISH 
Com o intuito de se reduzir o uso de lâminas com tecido de mamute-lanoso devido 

à sua quantidade limitada, todos os protocolos foram primeiro testados em lâminas com 

células mesenquimais ou fígado de elefante-asiático. Primeiramente foi realizado o 

protocolo padrão de FISH em células mesenquimais de elefante-asiático para testagem 

do protocolo e funcionamento dos probes desenhados para os centrômeros, utilizando 

marcação rosa (Cy5) para os centrômeros e finalização com DAPI, que teve resultado 

satisfatório, conforme mostrado na figura 50-A. Na imagem, é possível observar os 

núcleos corados em azul e dentro deles diversos pontos rosados, que representam os 

centrômeros do elefante-asiático, que possui 56 cromossomos. O mesmo protocolo foi 

realizado em lâmina com fígado de elefante-asiático e apresentou resultado similar, 

conforme mostrado na figura 50-B, abaixo. No tecido, é esperado observar menos pontos 

rosados, uma vez que o processo de corte do tecido em lâminas pode resultar que nem 

todos os centrômeros estejam no mesmo plano. Como controle negativo, os mesmos 

procedimentos foram realizados em uma lâmina contendo células humanas, na qual não 

se observa a coloração de nenhum centrômero, apenas núcleos corados em azul (figura 

51).  

 

 
 Figura 50-  Centrômeros de elefante-asiático. Após a metodologia de FISH utilizando Cy5 
(rosa) para os centrômeros de elefante-asiático e DAPI (azul) para o núcleo, as imagens foram 
obtidas utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente 
objetiva com imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram 
tratadas com o software Fiji (Schindelin 2012) e são sobreposições dos lasers de comprimento de 
onda de 405, 488, 561 e 640 nm. A - células mesenquimais. B - fígado.  
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Figura 51- Controle negativo (células humanas). Resultado de FISH em células humanas 
(PGP1 iPSCs) utilizando Cy5 (rosa) para os centrômeros de elefante-asiático e DAPI (azul) para 
o núcleo. A imagem foi obtida utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento 
de 60x com lente objetiva com imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. A 
imagem foi tratada com o software Fiji (Schindelin 2012). Imagem com sobreposição dos lasers 
de comprimento de onda de 405, 488, 561 e 640 nm. 

 Como o sinal de alguns probes com alguns fluoróforos é menos intenso, é 

interessante a possibilidade de se fazer um “jogo de cores”, visando selecionar a melhor 

combinação de probes a serem utilizados e suas respectivas cores. Dentre os experimentos 

realizados por nós, a coloração em azul sempre apresentou bom resultado quanto à 

intensidade, então seria interessante que este pudesse ser utilizado em um probe em vez 

de utilizá-lo na coloração do núcleo com o DAPI. Assim, foram testados também TO-

PRO e YO-YO, que colorem o núcleo de rosa e verde, respectivamente. O protocolo de 

FISH foi então realizado sem a utilização de probes, visando apenas a etapa final de 

montagem da lâmina, na qual TO-PRO ou YO-YO foram diluídos em DAPI. Ambos 

foram capazes de colorir os núcleos também, com ligeiramente menos núcleos corados 

do que DAPI e com mais background (figura 52).  

 Em seguida, foi realizado FISH em fígado de elefante-asiático com probes de 

centrômero, porém, desta vez marcados com fluoróforo verde e TO-PRO diluído em água, 

sem DAPI. Neste, foi possível observar regiões que apresentavam aspecto de núcleo por 

apresentarem marcação dos centrômeros (pontos verdes), porém, estes não apresentavam 

coloração quando visualizados com o comprimento de onda de 640 nm (imagem 53). 

Após visualização no microscópio, esta mesma lâmina teve sua lamínula removida, foi 

lavada uma vez com PBS e então foi adicionado TO-PRO novamente, porém, desta vez 

diluído em DAPI. A figura 54 mostra que então foi possível observar os núcleos corados 
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tanto em rosa quanto azul, além dos centrômeros em verde, como anteriormente. O 

mesmo fato de o TO-PRO só corar o núcleo quando diluído em DAPI e não corar quando 

diluído em água também ocorreu quando realizado o FISH em células (figura 55). 

Resultado similar também foi encontrado quando utilizado o YO-YO, que também só 

corou os núcleos tanto em células como em tecido quando diluído em DAPI e não quando 

diluído em água. Assim, as duas outras alternativas ao DAPI aqui experimentadas não se 

mostraram viáveis.  

 

Figura 52- Marcação de núcleo em tecido com diferentes cores. Apenas os marcadores de 
núcleo foram adicionados nas lâminas contendo fígado de elefante-asiático após o protocolo de 
FISH sem utilização de probes. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio confocal 
Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em água e uso do software 
Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o software Fiji (Schindelin 2012). A e B 
– lâmina de fígado com YO-YO diluído em DAPI, sendo que A é a imagem gerada somente com 
o comprimento de onda de 488 nm e B com 405 nm. Nota-se que em B há alguns núcleos a mais 
marcados do que em A e menos background. C e D – lâmina de fígado com TO-PRO diluído em 
DAPI, sendo que C é a imagem gerada somente com comprimento de onda de 640nm e em D 
com 405 nm. Na imagem D há alguns núcleos a mais marcados do que na imagem C e menos 
background.  
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Figura 53- Centrômeros e TO-PRO diluído em água em fígado de elefante-asiático. Fígado 
de elefante-asiático com FISH de centrômeros marcados com a cor verde (atto 488) e lâmina 
finalizada com TO-PRO (rosa) diluído em água. As setas brancas indicam regiões com aparência 
de núcleo, porém nenhuma delas foi corada com TO-PRO. A imagem foi obtida utilizando o 
microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em 
água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. A imagem foi tratada com o software Fiji 
(Schindelin 2012) e tem sobreposição dos lasers de comprimento de onda de 488 e 640 nm. 
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Figura 54- Centrômeros e TO-PRO diluído em DAPI em fígado de elefante-asiático. Após 
capturar a imagem anterior, a mesma lâmina de fígado de elefante-asiático com FISH com probes 
para centrômeros (atto 488)  teve sua lamínula removida, foi lavada com PBS 1x e então foi 
adicionado TO-PRO novamente, mas desta vez diluído em DAPI. As imagens foram obtidas 
utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com 
imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240 e tratadas com o software Fiji 
(Schindelin 2012). A – sobreposição das imagens com comprimentos de onda 488 e 640nm, sendo 
possível observar a marcação dos núcleos com TO-PRO (rosa) e também centrômeros em verde. 
B -  imagem utilizando apenas o comprimento de onda 488 nm, sendo possível observar os 
centrômeros. C - imagem utilizando apenas o comprimento de onda 640 nm com os núcleos 
corados com TO-PRO. D - imagem utilizando apenas o comprimento de onda 405 nm com os 
mesmos núcleos da figura C corados também com DAPI.  

 

Figura 55- Centrômeros e TO-PRO diluído em DAPI em células de elefante-asiático. Células 
mesenquimais de elefante-asiático com FISH de centrômeros marcados com a cor verde (atto 488) 
e lâmina finalizada com TO-PRO (rosa) diluído em DAPI. Os mesmos núcleos marcados na 
imagem A com o comprimento de onda de 640 nm aparecem marcados na imagem B, com 
comprimento de onda de 405 nm. A imagem C tem sobreposição dos lasers de comprimento de 
onda de 488 e 640 nm, sendo possível visualizar o núcleo (em rosa) e os centrômeros (verde).  

 Um dos fatores que dificulta a realização de FISH em amostras de mamute-lanoso 

é o estado de preservação da amostra. Em uma tentativa de se simular um tecido mais 

degradado, foi adicionado pepsina na lâmina com fígado de elefante-asiático por 10, 20 

ou 30 minutos a 37°C antes do início do protocolo de FISH, porém, este passo resultou 

na destruição do tecido com todos os períodos testados (figura 56).  
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Figura 56-FISH em fígado de elefante-asiático após pepsina. Em uma tentativa de se reduzir 
o background do tecido, foi aplicado pepsina no tecido por 30 minutos a 37°C antes do início do 
protocolo de FISH, porém, este passo resultou na destruição do tecido. A imagem foi obtida 
utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com 
imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. A imagem foi tratada com o software 
Fiji (Schindelin 2012) e é uma sobreposição das imagens com lasers de comprimento de onda de 
405, 488, 561 e 640 nm. 

 Outro problema encontrado quando da realização de FISH em lâminas de tecido 

e de osso de mamute-lanoso é o excesso de background, assim, foram experimentadas 

algumas etapas para se reduzir o sinal do background. Uma das formas foi adicionar a 

etapa de TrueBlack (Biotium) diluído em álcool 80% por 30 segundos a um minuto ao 

final do protocolo de FISH. O TrueBlack é utilizado para reduzir a fluorescência da 

lipofuscina, presente em tecidos mais envelhecidos. Após o uso desta solução, é preciso 

realizar diversas lavagens para remover o produto. Quando a lavagem era realizada com 

PBT (Phosphate Buffered Solution/0.1% Tween), a remoção do produto era mais 

eficiente, porém, o uso de Tween pode resultar em mais background. Assim, ficou 

padronizado a adição de TrueBlack por 45 segundos seguido de uma lavagem em PBS de 

10 minutos, uma lavagem em PBT de 10 minutos e mais 8 lavagens de 10 minutos cada 

em PBS. Conforme pode ser visto na figura 57, este procedimento se mostrou eficaz para 

reduzir o background do tecido.  

 Outras tentativas de se reduzir o background do tecido foi adicionar uma etapa de 

5 minutos com Tris 100mM a temperatura ambiente ou então adicionar glicina 20mM por 

30 minutos a temperatura ambiente no início do protocolo de FISH, logo após a etapa de 

fixação do tecido, porém, ambos resultaram em formação de sinal até mesmo fora da 

região do tecido (figura 58). Uma etapa já realizada no protocolo de FISH para redução 

do background é a imersão da lâmina por 30 minutos em temperatura ambiente em Scale 
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U2 Buffer logo após a adição do probe secundário. Foram realizados experimentos com 

tempos maiores de incubação (1 hora, 2 horas, 1 dia e 2 dias), mas não houve diferença 

significativa, optando-se, então, por manter essa etapa por 30 minutos.  

 Outras alterações testadas no protocolo de FISH foram mudanças na temperatura 

de hibridização (95°C) conforme sugerido por Beliveau (2014). Também foi 

experimentado mais tempo na etapa de desnaturação que o protocolo original, mas nestes 

casos o protocolo de FISH não funcionou.  

 

Figura 57-Centrômeros em fígado de elefante-asiático com e sem TrueBlack. Ao final do 
protocolo de FISH, foi adicionado a etapa do TrueBlack seguido por 10 lavagens anteriormente à 
montagem da lâmina com DAPI. O TrueBlack (Biotium) é utilizado para reduzir a fluorescência 
da lipofuscina, presente em tecidos mais envelhecidos, e nota-se que ele foi eficaz em reduzir o 
background. A - sem TrueBlack. B – com TrueBlack. As imagens foram obtidas utilizando o 
microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em 
água e uso do software Metamorph 7.10.2.240 e tratadas com o software Fiji (Schindelin 2012). 
As imagens mostradas foram capturadas com o comprimento de onda de 640 nm, e é possível 
observar várias regiões com sinal mais forte composto por vários pontos referente aos probes de 
centrômeros marcados em rosa. 
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Figura 58- FISH em fígado de elefante-asiático após glicina e tris. Em uma tentativa de se 
reduzir o background do tecido, foi adicionado, após a etapa de fixação do tecido, Tris 100mM 
por 5 minutos a temperatura ambiente (imagem A) ou Glicina 20mM por 30 minutos a 
temperatura ambiente (imagem B), seguido pelo protocolo de FISH utilizando probes para 
centrômeros (atto 488 e alex 640). Nos dois casos, a adição dessa etapa inicial resultou em 
formação de sinal inclusive fora da região do tecido. As imagens foram obtidas utilizando o 
microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em 
água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o software Fiji 
(Schindelin 2012) e mostram sobreposições dos lasers de comprimento de onda de 405, 488, 561 
e 640 nm. 

Quando o DAPI é utilizado nas amostras de mamute-lanoso, dificilmente é 

possível encontrar a imagem de um núcleo e todo o tecido possui coloração azul. Isto 

pode ocorrer possivelmente por contaminação por microrganismos ou porque os núcleos 

não se encontram mais intactos e têm seu material genético espalhado pelo tecido. Com 

isso, foi realizada uma nova abordagem com o intuito de se identificar estruturas 

nucleares com imunofluorescência utilizando anticorpo primário lamin B1 (lamínula 

nucelar). A lamínula nuclear é formada por proteínas que constituem o envelope nuclear. 

Na figura 59, abaixo, é possível ver o resultado do protocolo de imunofluorescência em 

fígado de elefante-asiático quando realizado apenas a imunofluorescência com marcação 

da lamínula nuclear em rosa (Cy5). Como os fluoróforos do espectro rosa foram os que 

apresentaram as melhores intensidades, seria interessante que fosse usado em um dos 

probes, portanto, testamos também a imunofluorescência para lamin B1 com anticorpo 

secundário marcados com pacific blue, que colore a lamínula nuclear com azul, e o 

resultado também foi satisfatório. Então, em um próximo experimento foi realizado o 

protocolo de FISH com os probes para cromossomo 11 (parte 1 e 2) e cromossomo 24, 

seguido de imunofluorescência de lamin B1 com anticorpo secundário pacific blue. O 
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resultado é mostrado na figura 60, e nota-se que a intensidade da imunofluorescência é 

menor que o de FISH.  

 

Figura 59- imunofluorescência com lamin B1 (Cy5) em fígado de elefante-asiático. Imagem 
de fígado de elefante-asiático após imunofluorescência com lamin B1 (contorno rosa no núcleo 
das células) e DAPI (azul). Lâmina apenas com imunofluorescência, sem FISH. Para que fosse 
possível capturar a imagem de lamin, foi necessário um maior tempo de exposição, resultando em 
excesso de background.  A imagem foi obtida utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse 
Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em água e uso do software Metamorph 
7.10.2.240. A imagem foi tratada com o software Fiji (Schindelin 2012). Imagem com 
sobreposição dos lasers de comprimento de onda de 405, 488, 561 e 640 nm. 
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Figura 60- FISH após imunofluorescência com lamin B1 (pacific blue) em fígado de elefante-
asiático. Primeiro foi feito o protocolo de FISH com os probes para cromossomo 11 parte 1 e 2 
(visíveis em comprimentos de onda 640 e 488 nm, respectivamente) e cromossomo 24 (visível 
em comprimento de onda 561 nm) sem adição de DAPI, seguido pelo protocolo de 
imunofluorescência utilizando o anticorpo de lamin B1 com secundário pacific blue, que marca o 
alvo (contorno dos núcleos) na cor azul. O sinal da imunofluorescência é menos intenso que o de 
FISH. A - Imagem com sobreposição dos comprimentos de onda 405, 488, 561 e 640 nm. B – 
Imagem com sobreposição dos comprimentos de onda 405, 488 e 561 nm do mesmo fragmento 
de A, ficando um pouco mais evidente a o contorno nuclear. as imagens foram obtidas utilizando 
o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão 
em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o software 
Fiji (Schindelin 2012). 

 Como os tecidos de mamute-lanoso não estão no estado de conservação ideal, as 

lâminas com as amostras, apesar de terem sido preparadas com cortes de 5 µm, 

geralmente possuem espessuras superiores, pois o estado do tecido não permite cortes tão 

finos. Isso faz com que a obtenção de imagens no microscópio seja dificultada, sendo 

necessário captar imagem de diferentes camadas (Zstacks). As sucessivas lavagens as 

quais as lâminas são submetidas no protocolo de FISH e de imunofluorescência faz com 

que haja desprendimento do tecido da lâmina, resultando em perda considerável de 

amostra. Assim, foi testado a adição de mais uma etapa de fixação do tecido em solução 

de PBS com 4% de paraformaldeído por 30 minutos ao final do protocolo de 

imunofluorescência e antes do início do protocolo de FISH, porém, isso resultou no 

surgimento de background nos comprimentos de onda 561 e 640 nm, conforme pode ser 

visto na figura 61, abaixo.  
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Figura 61- Imunofluorescência com lamin B1 (pacific blue) com fixação extra ao final do 
protocolo em fígado de elefante-asiático. Nessa lâmina foi realizada apenas a 
imunofluorescência com uma etapa de fixação a mais ao final do protocolo em uma tentativa de 
que o tecido ficasse mais íntegro para um FISH posterior. Porém, isto resultou em surgimento de 
background fora do núcleo nos comprimentos de onda 561 e 640 nm.  As imagens foram obtidas 
utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente objetiva com 
imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o 
software Fiji (Schindelin 2012) e mostram sobreposições dos lasers de comprimento de onda de 
405, 488, 561 e 640 nm. A -  zoom-out. B -  zoom-in.  

 Outras combinações de cores e probes foram testadas utilizando o protocolo de 

FISH estabelecido com uso de TrueBlack, e todos apresentaram bons resultados. O uso 

de probes de centrômero (Cy5), cromossomo 11 parte 2 (atto 488) e cromossomo 24 

(visível em comprimento de onda 561 nm) pode ser visto na figura 62, realizado em fígado 

de elefante-asiático, cuja imagem possui baixo background e bom sinal dos alvos. 

Resultado similar foi encontrado também na combinação de probes de cromossomo 11 

parte 1 e 2 (visíveis nos comprimentos de onda 640 e 488 nm, respectivamente) e 

cromossomo 24 (visível em comprimento de onda 561 nm), que pode ser visto tanto em 

células como em tecido de elefante-asiático na figura 63.  



 143 
 

 

Figura 62- Centrômero, Cromossomo 11 e cromossomo 24 de elefante-asiático. Resultado de 
FISH de fígado de elefante utilizando os probes para centrômero (visível em comprimento de 
onda 640 nm), cromossomo 11 parte 2 (visível em comprimento de onda 488 nm) e cromossomo 
24 (visível em comprimento de onda 561 nm) e núcleo corado com DAPI. As imagens foram 
obtidas utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse Ti com aumento de 60x com lente 
objetiva com imersão em água e uso do software Metamorph 7.10.2.240. As imagens foram 
tratadas com o software Fiji (Schindelin 2012) e mostram sobreposições dos lasers de 
comprimento de onda de 405, 488, 561 e 640 nm. A - zoom-out. B e C -  zoom-in.  
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Figura 63- Marcação do cromossomo 11 e cromossomo 24 de elefante-asiático. Resultado de 
FISH utilizando os probes Cromossomo 11 parte 1 e 2 (visíveis em comprimentos de onda de 640 
e 488 nm, respectivamente) e Cromossomo 24 (visível em comprimento de onda 561 nm) e núcleo 
corado com DAPI. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio confocal Nikon Eclipse 
Ti com aumento de 60x com lente objetiva com imersão em água e uso do software Metamorph 
7.10.2.240. As imagens foram tratadas com o software Fiji (Schindelin 2012) e mostram 
sobreposições dos lasers de comprimento de onda de 405, 488, 561 e 640 nm. A - Células 
mesenquimais de elefante-asiático (zoom-out à esquerda e zoom-in à direita). B – Fígado de 
elefante-asiático (zoom-out à esquerda e zoom-in à direita).  
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2.5.3 Herpervírus endoteliotrópico de elefante 
Com exceção do fragmento 1, todos os demais foram amplificados nas PCR 

testadas. Todas as reações de PCR tiveram melhores resultados quando utilizado 37 ciclos 

e 10 minutos de extensão para os fragmentos com ~10kb de tamanho e 6 minutos de 

extensão para o fragmento com ~5kb. Alguns fragmentos (fragmentos 2, 3, 9, 16 e 19) 

amplificaram apenas com determinadas temperaturas de anelamento, como, por exemplo, 

o fragmento 3 (figura 64), que amplificou somente até 61.5°C e não amplificou em 

temperaturas maiores. Para estes, mais de um gel foi utilizado com o restante da PCR das 

temperaturas que apresentaram amplificação para obtenção de maior volume de 

fragmento alvo extraído e purificado. Outros fragmentos (fragmentos 6, 7, 8, 18 e 20) 

amplificaram em todas as temperaturas do gradiente, porém, com bandas de diferentes 

intensidades conforme exemplificado na figura 65 o gel da amplificação do fragmento 8. 

Já para outros fragmentos (fragmentos 4, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, e 17) todas as 

temperaturas de anelamento testadas resultaram em amplificação com boa intensidade, 

conforme exemplificado na figura 66 as amplificações para os fragmentos 12 e 15.  

A formação de bandas inespecíficas que podem ser vistas nos géis não interferem 

na qualidade do fragmento alvo, uma vez que os fragmentos desejados foram 

posteriormente extraídos. Para todos as reações cuja amplificação foi bem-sucedida, foi 

possível obter ao menos 30µl de produto de PCR purificado da banda de tamanho 

correspondente ao desejado e purificado, com concentração mínima de 29.4µg/µl. 

Independente da intensidade da banda, foi extraído o produto de PCR do gel de todas as 

bandas que apresentaram amplificação no tamanho alvo. Estes produtos de PCR 

purificados serão enviados para sequenciamento na empresa Genewiz para confirmação.  
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Figura 64- Gradiente de temperatura de anelamento para o fragmento 3 de EEHV. Foram 
aplicados 20µl de produto de PCR em cada poço do E-Gel 2% (invitrogen), com corrente por 15 
minutos com padrão de peso molecular 1kb Plus DNA ladder (New England BioLabs) na primeira 
canaleta à esquerda em equipamento E-Gel Power Snap System (invitrogen) e visualização com 
o mesmo equipamento. A seta branca da imagem indica a banda do fragmento alvo que foi 
extraída. A amplificação ocorreu somente com temperaturas de anelamento de 56.9°C a 61.5°C. 

 

Figura 65- Gradiente de temperatura de anelamento para o fragmento 8 de EEHV. Foram 
aplicados 20µl de produto de PCR em cada poço do E-Gel 2% (invitrogen), com corrente por 15 
minutos com padrão de peso molecular 1kb Plus DNA ladder (New England BioLabs) na primeira 
canaleta à esquerda em equipamento E-Gel Power Snap System (invitrogen) e visualização com 
o mesmo equipamento. A seta branca da imagem indica a banda do fragmento alvo que foi 
extraída. A amplificação ocorreu com todas as temperaturas de anelamento testadas (56.9°C, 
57.1°C, 57.8°C, 58.8°C, 60.1°C, 61.5°C, 63°C e 64.4°C), sendo que em algumas a intensidade da 
banda foi maior do que em outras temperaturas.  
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Figura 66- Gradiente de temperatura de anelamento para os fragmentos 12 e 15 de EEHV. 
Para os fragmentos 12 e 15, à esquerda e direita, respectivamente, ocorreu amplificação 
satisfatória com todas as temperaturas de anelamento testadas (56.9°C, 57.1°C, 57.8°C, 58.8°C, 
60.1°C, 61.5°C, 63°C e 64.4°C). Foram aplicados 20µl de produto de PCR em cada poço do E-
Gel 2% (invitrogen), com corrente por 15 minutos com padrão de peso molecular 1kb Plus DNA 
ladder (New England BioLabs) na primeira canaleta à esquerda em equipamento E-Gel Power 
Snap System (invitrogen) e visualização com o mesmo equipamento. A seta branca da imagem 
indica a banda do fragmento alvo que foi extraída.  
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2.6 Conclusão 
2.6.1 Conclusão FISH 
 Foi possível estabelecer um protocolo de FISH e de imunofluorescência 

combinada com FISH para uso em amostras de tecido de mamute-lanoso com redução de 

background utilizando TrueBlack e utilização de probes para centrômeros, cromossomo 

11 e cromossomo 24 utilizando amostras de células e de fígado de elefante-asiático como 

controle positivo. A utilização destes protocolos ajudará na compreensão da preservação 

do DNA em amostras antigas congeladas, assim como sobre a estrutura nuclear da 

espécie.   

 

2.6.2 Conclusão edição gênica 
Foi possível desenhar sgRNA para o knockout de todos os genes pretendidos 

utilizando a enzima SpCas9, sendo a maioria com região de corte da dupla fita no exon 

2. Todos foram selecionados visando a redução de off-targets e idealmente no início da 

região codificante. A edição gênica em multiplex ainda não teve seu protocolo 

padronizado com sucesso, porém, já tem seus primers desenhados para a realização de 

PCR para verificação da edição.   

 

2.6.3 Conclusão EEHV 
Todos os fragmentos de EEHV, com exceção do fragmento 1, foram amplificados, 

extraídos e purificados, e, após a confirmação pelo sequenciamento, estarão prontos para 

serem utilizados na construção do genoma viral. O fragmento 1 segue em fase 

experimental com o desenho de novos primers para amplificação.  
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Considerações finais 
 

O trabalho desenvolvido conseguiu alcançar o principal objetivo de desenvolver 

ferramentas genéticas para identificação de tráfico de Saltator similis, sendo uma 

importante abordagem para a sua conservação, uma vez que esta é uma das principais 

ameaças à espécie. Além disto, os marcadores microssatélites desenvolvidos poderão ser 

utilizados futuramente também com amostras de indivíduos oriundos da natureza de 

diferentes regiões geográficas, e, assim, obter informações sobre a ocorrência de 

estruturação genética. Caso haja, essa informação será útil também para as investigações 

de rota de tráfico, uma vez que poderá ser possível inferir a origem geográfica de um 

animal capturado ilegalmente na natureza. Adicionalmente, a metodologia descrita nesta 

tese poderá ser utilizada no desenvolvimento de outros marcadores, e, assim, contribuir 

também com a conservação, manejo e combate ao tráfico também de outras espécies. 

Ainda no contexto de conservação, o uso de biologia sintética tem se mostrado uma 

importante ferramenta nesta área, mas ainda se encontra em etapa inicial de 

desenvolvimento e requer mais estudos até a sua aplicabilidade. Também é válido 

destacar que, apesar de o projeto piloto possuir a espécie alvo em questão definida, a 

metodologia desenvolvida poderá, futuramente, ser utilizada na conservação de diversas 

espécies sob diferentes níveis de risco de extinção.  
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ANEXO I – Tamanho das reads brutas geradas nos sequenciamentos. Gráficos 
gerados pelo programa Geneious 11.1.15 (https://www.geneious.com). 
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