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Resumo. O Brasil possui uma importancia inquestionavel no cenario da biodiversidade global o
gue o torna um dos paises mais visados para este que é o terceiro maior comércio ilicito do
mundo, o trafico de animais silvestres. Mesmo com o reconhecimento da técnica molecular como
importante ferramenta na identificagc&o, ainda paira uma discusséo sobre qual o melhor segmento
de DNA a ser utilizado Cytb ou COI e se estes sdo efetivos para amostras degradadas, como é
0 caso das amostras forenses. Objetivo foi contribuir para dissolucdo dos questionamentos e

depositar no banco de dados GenBank® as sequéncias de DNA mitocondrial geradas. As

http://dx.doi.org/10.17063/bjfs6(3)y2017378


http://dx.doi.org/10.17063/bjfs6(3)y2017378

Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 6(3):378-404 (2017) 379

amostras foram divididas em dois grupos, chamadas de amostras referencias (R) (coletadas
de animais do Zoolégico da UFMT) e amostras questionadas (Q) (apreendidas e encaminhadas
ao laboratério da POLITEC para identificacdo da espécie). Apds extracdo, amplificacdo e
sequenciamento, as amostras sequenciais foram confrontadas com amostras ja depositadas no
GenBank®. Os melhores resultados foram obtidos para as sequéncias mais curtas do Cyth. Em
apenas 10% das espécies conseguiu-se sucesso no sequenciamento do segmento COIl. As
amostras obtidas, quando confrontados com as sequéncias no GenBank® apresentou
similaridade entre 93,9% a 100%, com excecdo da amostra de Leopardus pardalis que resultou
em 91,9% de similaridade com a espécie Prionailurus bengalensis. O confronto direto entre a
amostra referéncia e a amostra questionada da espécie Leopardus pardalis apresentou indice de
similaridade superior a 99%. Para as demais sequéncias foram obtidos indices de similaridade
de 98,3% para espécie Tupinambis merianae, seguidos de 97% para Hydrochoerus hydrochaeris,
Tapirus terrestris e Euprhactus sexcinctus, respectivamente; 96,5% para Ramphasto toco, 96,1%
para Amazona guildingii, 94,3% para as espécies Pecari tajacu, Rhynchotus rufescens, Leptotila
verreauxi e Tupinambis teguixin, respectivamente. Desta forma este trabalho contribuiu para
padronizar e mostrar a eficiéncia da técnica e a necessidade de se realizar sequenciamento
da fauna silvestre brasileira para disponibiliza-los nos bancos de dados publicos e facilitar o
combate ao trafico de animais silvestres.

Palavras-chave: Ciéncias forenses; DNA mitocondrial; Animais silvestre; Fauna brasileira;
GenBank.

Abstract. The Brazil has an unquestionable importance in the setting of global biodiversity which
makes it one of the countries most targeted to this which is the third largest illicit trade of the world,
the trafficking of wild animals. Even with the recognition of technique as important tool in
identifying, still hangs a discussion about what the best segment of DNA to be used (Cytb or IOC)
and if these are effective for degraded samples, as is the case of forensic samples. Objective was
to contribute to the dissolution of the questioning and deposit in the GenBank database of
mitochondrial DNA sequences generated. The samples were divided into two groups, calls to
reference samples (collected animals of the Zoo of UFMT) and challenged samples (sent to
Technical Scientific Police laboratory for species identification). After extraction, amplification and
sequencing, the sequences were confronted with samples already deposited in GenBank. The
best results were obtained for the shorter sequences of Cytb. In only 10% of species achieved
success in sequencing the 10C segment. The resulting sequences of samples references, when

faced with the sequences deposited in GenBank showed similarity between 100% 93.9%, with the
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exception of the sample Leopardus pardalis which resulted in 91.9% of similarity with the species
Prionailurus bengalensis. For the resulting sequences of samples questioned obtained similarity
index greater than 97% of species of Hydrochoerus hydrochaeris, Tapirus terrestris and
Euprhactus sexcinctus. For the obtained sequences of species, Pecari tajacu, Rhynchotus
rufescens, Leptotila verreauxi and Tupinambis teguixin, the index of similarity was of 94.3% with
Pecari tajacu, 96.5% with Ramphasto toco, 96.1% with Amazona guildingii and 98.3% with the
species Tupinambis merianae, respectively. Thus this work contributed to standardize and show
the efficiency of the technigue and the need to carry out a major project of sequencing of the entire
fauna Silvestre Brazilian to make them available in public databases.

Keywords: Forensic Sciences; Mitochondrial DNA; Wildlife; Brazilian Fauna; GenBank.

1. Introducéo

O Brasil possui uma importancia inquestionavel no cenario da biodiversidade global, pois
apresenta uma das maiores diversidades de mamiferos e aves do mundo, incluindo
exemplares ndo encontrados em nenhum outro lugar, tais como peixe boi, boto-rosa
e a arara-azul-de-lear!. Segundo dados apresentados pelo Ministério do Meio Ambiente
(MMA) estimam-se que existam no pais mais de 11 mil espécies de vertebrados, mais
de 30 mil espécies de insetos e aproximadamente 30 mil espécies de outros
invertebrados?.

A legislacdo ambiental brasileira € uma das mais abrangentes e detalhadas, as
17 leis ambientais mais importantes ja proveriam mecanismos que garantiriam a protecao
e preservacdo de todo patrimonio ambiental brasileiro, isto se fossem devidamente
cumpridas?. De acordo com este mesmo autor? no contexto de crime contra a fauna, a
Lei da Fauna Silvestre de n° 5.197 de 03/01/1967 merece destaque pois esta foi um
marco no combate ao crime contra a fauna por ser a primeira a tipificar como crime a
utilizacao, perseguicao, destruicdo ou caca de animais silvestre.

Dois documentos sdo particularmente importantes para complementar as
informacgdes quanto ao nivel de ameaca de extingdo a que esta submetida a espécie: a
Livro vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo® e a Convencdo sobre o
comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna selvagens em Perigo de Extingédo®.

Com o intuito de coibir o tréfico e a¢des delituosas contra o0 meio ambiente, 0
estado de Mato Grosso implantou, em agosto de 1996, o primeiro juizado volante
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ambiental (JUVAM) do pais®. O juizado ambiental funciona como uma equipe volante
que recebe as denuncias e se desloca até o local, com a finalidade de fazer a
constatacao in loco, quantificar o dano ambiental e apresentar sugestdes para reparacéo
guando este se fizer necessario.

Na ciéncia forense, o método de identificacdo por pélos e penas em solugdes
de crimes contra a fauna tem suas vantagens por ser econdmico e rapido. Porém a
identificacdo por este método € inviabilizada se o material apreendido ndo contiver
material necessario com caracteristicas morfologicas suficientemente diferenciadas para
permitir a identificacdo, dessa forma gerando a hip6tese de que material encontrado na
amostra ndo seja do referido animal tornando a identificagdo questionavel®.

A identificacdo genética das espécies desempenha um papel fundamental na
investigacdo do comércio ilegal de espécies selvagens protegidas ou ameacadas de
extingdo, principalmente nos biomas mato-grossenses Amazonia, Cerrado e Pantanal.
Nos ultimos anos, foram registrados progressos e desenvolvimento de estratégias de
codificacdo de DNA, que envolvem sequenciamento de codigos de barras para a
deteccdo simultanea de espécies, em especial de materiais bioldgicos processados
contendo DNA degradado, com intuito na identificacdo de espécies, principalmente
aquelas ameacadas de extin¢do. Este trabalho tem como objetivo fornecer subsidios e
informacBes dos bancos de dados que congregam informacdes de sequéncias de
nucleotideos, com énfase no auxilio das identificacbes para as praticas forenses, com
intuito gerara informacdes e coibir o comercio ilegal e o trafico de animais silvestre em

Mato Grosso, regido central do Brasil.

2. Materiais e métodos

O critério para selecdo das amostras, foram obtidas de acordo com o encaminhamento
de material de apreendido (caca-ilegal) na rotina de fiscalizagdo ambiental dentro do
Estado de Mato Grosso no periodo de Janeiro a Junho de 2014 e posteriormente
encaminhados para a Pericia Oficial de Identificagdo Técnica do Estado de Mato Grosso
— POLITEC e também de animais aprendidos e encaminhados ao Zoolégico da
Universidade Federal de Mato Grosso, para a identificagéo taxonomica.

Deliberadamente foram classificados como animais de interesse criminal aqueles
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que, segundo informacgdes nao oficiais dos 6rgdos de fiscalizacdo do Estado de Mato
Grosso, foram os mais visados em crimes ambientais. As amostras estudadas foram
divididas em dois grupos, os quais foram denominados de amostras referéncias (R) e
amostras questionada (Q) ou amostra desconhecida.

As amostras referencias (R)’, consistiram de materiais biolégicos; onde foram
coletadas amostras de sangue de trés individuos de cada espécie amostral, utilizando
procedimentos adequados, colocados em tubos anticoagulantes com EDTA e enviados
ao laboratorio da POLITEC. As amostras foram mantidas congeladas a -20 °C até serem

processadas posteriormente para amplificacdo de DNA, as amostras foram também

impregnadas em papel “FTA” (MGM®).

As coletas foram realizadas pelos pesquisadores/bidlogos e equipe técnica
veterinaria do Zoologico da Universidade Federal de Mato Grosso/UFMT, para o
confrontamento com as amostras consideradas questionadas. As amostras de sangue
foram coletados de espécies da fauna mato-grossense: Brotogeris versicolurus
(periquito verde), Pionus menstruus (maritaca da cabeca azul), Amazona aestiva
(papagaio verdadeiro), Ara chloropterus (arara vermelha), Ara ararauna (arara caninde),
Anodorhinchus hyacinthinus (arara Azul grande), Ara macao (araracanga), Mazama
gouazoubira (veado catingueiro), Nasua nasua (quati), Myrmecophaga tridactila
(tamandué bandeira) e Leopardus pardalis (jaguatirica).

O Zoolégico da UFMT esté localizado na cidade de Cuiaba no Estado de Mato
Grosso, dentro do Campus da Universidade (15°36°26”S, 56°03’51”0) e abriga
aproximadamente 600 animais de 100 espécies diferentes, incluindo répteis, aves e
mamiferos dos trés ecossistemas regionais: Amazénia, Cerrado e Pantanal. Atualmente
0 Zoolégico da UFMT é a Uunica referéncia no estado para a guarda de animais
apreendidos pelos 6rgaos fiscalizadores, como a Secretaria Estadual do Meio Ambiente
(SEMA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), Policia Florestal e Juizado
Volante Ambiental (JUVAM). Para o tratamento e identificagdo dos animais, 0
Zoolbgico conta com uma equipe exclusiva de bidlogos e veterinarios, além de poder
contar com professores especialistas do Instituto de Biociéncias da UFMT, 6rgdo ao qual
esta subordinado.

As amostras questionadas (Q)’ consistiram de partes anatdbmicas de animais
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silvestres apreendidos pelos 6rgdos de fiscalizagdo ambiental e encaminhados ao
Laboratorio Forense da POLITEC. Inicialmente, os oficios encaminhados por 6rgéos e
autoridades de apreenséao, foram enviados a POLITEC, contendo o provavel nome da
espécie correspondente contendo nome popular do espécimen apreendido e o respectivo
nome cientifico da espécie de maior ocorréncia na regido de apreensdo. As amostras
aprendidas pelas Agéncias de Inspecdo Ambientais foram: Pecari tajacu (Cateto) tecido
muscular; Euphractus sexcinctus (Tatupeba) tecido muscular; Dasyprocta aguti (Cutia)
tecido muscular; Leopardus pardalis (Jaguatirica) fragmento de pele; Hydrochoerus
hydrochaeris (Capivara) tecido muscular; Rhynchotus rufescens (Perdiz) tecido muscular

e Tupinambis teguixin (Teiu) tecido muscular.

2.1 Isolamento do DNA genémico

O DNA génomico foi extraido a partir de amostras de sangue impregnado em papel

FTA (MGM®) (amostras referéncias) e de fragmentos de tecidos musculares ou pele
(amostras questionadas), utilizando-se as técnicas de extragdo de DNA com Kit

™
Axyprep  Multisource Genomic DNA miniprep (Axygen Biosciences®) e Extracdo de

DNA com fenol cloroférmio.

2.2 Reacédo de amplificacdo e sequenciamento
Para amplificacdo dos genes mitocondriais utilizou-se a tecnologia da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), utilizando-se quatro conjuntos de primers universais COI
(Citocrome Oxidase 1)1 LCO1490 (F'5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e
HCO02198 (F5-TAAA-CTTCAGGTGACCAAAAAATCA-3’)®;, Cytb  (Mitochondrial
Citocrome b): L14724 (F5’-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3') e H15149 (F5’-
AAACTGCAGCCCCTCA-GAATGAATATTTGTCCTCA-3)?, Cytb: CytbF (F5’-
CCATCCAACATCTCCGCATGATGA-AA-3’) e CytbR (F5'-
CCCCTCAGAATGATATTTGGCCTCA-3)1; Cytb: Mcb398 (F5'-
TACCATGAGGACAAATATCATTCTG-3’) e Mcb869 (F5'-CCTCCTAGTTTGTTAGGGA-
TTGATCG-3")!1L.

Para garantir a acuracia das sequéncias obtidas foram sequenciados os dois

sentidos da fita de DNA (Forward e Reverse). Na reacdo de sequenciamento utilizou-se

R. R. Carmo et al.



384 Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 6(3):378-404 (2017)

o Kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems®) seguindo as seguintes
concentracOes para cada 20 puL de reacao: 8 uL de BigDye Mix (Applied Biosystems®),
2L de tampéo de sequenciamento 5X (Applied Biosystems®), 3.2 pmoles de primer, 5
ng amostra template, H20 q.s.p. 20 L.

Para cada amostra foram utilizados os primers Foward e Reverse de cada par de
primer estudado. Para o processo de amplificagao foi utilizado o termociclador BioRad
MyCycler™ Plus (BioRad®), seguindo os seguintes parametros descritos no Manual de
Treinamento Applied Biosystems: uma etapa inicial de desnaturacéo a 95°C por 1 minuto,
seguido por 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 55°C por 15 segundos e 60°C por

4 minutos.

2.3 Alinhamento e edicdo das sequéncias obtidas

As visualizacdes, edi¢cdes e alinhamentos das sequéncias nucleotidicas obtidas foram
realizadas através da interface virtual do programa Clustal W 12 integradas ao programa
Geneious v5.3%3.

As sequéncias nucleotidicas obtidas dessas analises foram comparadas com as
sequéncias nucleotidicas dos genes citocromo oxidase b e subunidade | do citocromo
oxidase c disponiveis no GenBank® 4, utilizando a interface virtual do programa Blast —
Basic Local Alignment Search Tool'® integrada ao programa Geneious v5.3% e as

andlises genéticas pelo método de Tamura-Nei'®.

4. Resultados e discussao
Dentro do cenario nacional, a capital Cuiaba (15°35'55.36" -56°05'47.25") se destaca no
cenario do Estado de Mato Grosso tendo especial importancia ambiental, pois retune
trés dos principais biomas brasileiros: a floresta amazo6nica 480.215 Km? (53,6%), o cerrado
354,823 km? (39,6%) e o pantanal 60,885 km? (6,8%) (Figura 1), sua fauna e flora se
destaca pela diversidade e pela abundancia de espécies presentes nestes ecossistemas.
Woese e Fox!8, trabalhando com sequéncias conservadas de RNA ribossdmico,
foram os primeiros a utilizar diferencas de sequéncias de nucleotideo para investigar as
relacdes evolutivas!®. No entanto®®?! foram os primeiros a reconhecer que as

divergéncias na sequéncia de mtDNA fornecem um registro da histéria evolutiva dentro
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da espécie, ligando assim genética de populacdes e sistemética.

6,8%

0 50 100 200 300 400

[l avszoma ] cerravo | pantanaL [l cuiasi KM

Figura 1. Mapa do Brasil e localizag&do dos respectivos biomas mato-grossenses. A esquerda,
destaque dos trés biomas da regido central do pais e seus respectivos percentuais de
ocupacao territorial. No centro, mapa de Mato Grosso, em destaque a capital de Mato Grosso -
Cuiabé e a direita, mapa do Brasil em destaque o estado de Mato Grosso
(MATO GROSSO, 2017).

Diversas regides do DNA mitocondrial podem ser utilizadas na identificacéo de
espécies animais, entre elas, o gene Cytocromo b (cytb), que tem sido uma escolha
tradicional para este fim desde sua descoberta®?23, Na literatura, podem ser encontrados
inimeros exemplos do uso desta regido na identificacdo de vertebrados para fins
forenses, incluindo mamiferos?*, peixes?®; répteis?®, e aves?’?8, inclusive seus ovos?%-31,

Hoje, a analise genética, principalmente em evidéncia de animais tem sido
utilizada com varios objetivos, como em estudos do processo de especiacdo, analise
de parentesco, identificacédo de registro de raca e identificacédo especifica®2. O sucesso
na identificacdo de uma espécie, baseando-se em um banco de dados, é que sua
sequéncia esteja depositada nesse banco para ser comparada. O GenBank®, apesar de
deter muitas sequéncias, estas decorrem de varias regies do gene3®3, o que pode

ocasionar a uma comparacao entre regidées ndo homadlogas (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise de abundancia localizados nos bancos dados de DNA e ocorréncia de sequéncias dos segmentos dos genes
mitocondriais Cytb e COIl de amostras referéncias e de espécies apreendidas pelas agéncias de Inspecao ambiental em Mato
Grosso-Brasil, no ano de 2014. * Segmentos de Cytb + tRNA. ** Gene mitocondrial completo.

< Cytb I0C
E Nome cientifico Nome popular Menor Maior N°. de Menor Maior N°. de
g sequéncia sequéncia sequéncias sequéncia sequéncia sequéncias
<
Amazona aestiva (Rafinesque, 1815) Papagaio verdadeiro 595 1138 7 506 694 98
r Anodorhinchus hyacinthinus (Rafinesque, 1815) Arara azul grande 820 2636 * 8 460 460 2
E Araararauna (Linnaeus, 1758) Arara canindé 888 2647 * 4 460 570 4
F Arachloropterus (Gray, 1859) Arara vermelha 307 928 2 505 505 1
E Aramacao (Linnaeus, 1758) Araracanga 255 993 5 570 570 1
R Brotogeris versicolurus (Statius Muller, 1776)  Periquito verde 1023 1140 7 460 460 1
E Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758) Jaguatirica 63 165 5 0 0 0
N Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) Veado catingueiro 277 1131 16 587 587 1
C Myrmecophaga tridactila (Linnaeus, 1758) Tamandua bandeira 307 307 4 0 0 0
I Nasua nasua (Linnaeus, 1766) Quati 397 1140 3 0 0 0
A Pionus menstruus (Linnaeus, 1766) Maritaca da cabeca 1002 1140 19 561 622 3
azul
Q
U Dasyprocta aguti (Linnaeus, 1758) Cutia 395 1140 31 0 0 0
E Euphractus sexcinctus (Linnaeus, 1758) Tatupeba 476 476 6 0 0 0
? Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766) Capivara 336 1140 2 0 0 0
| Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758) Jaguatirica 63 165 5 0 0 0
O Leptotila verreauxi (Bonaparte, 1855) Juriti 1017 1045 9 379 694 16
N Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) Cateto 226 16839 ** 42 684 684 1
A Rhynchotus rufescens (Temminck, 1815) Perdiz 0 0 0 693 694 4
2 Tupinambis teguixin (Linnaeus, 1758) Teil 298 695 18 0 0 0
TOTAL - - 196 - - 134
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Diferentemente dos valores encontrados por Jacques?® para ocorréncias de
genes mitocondriais Cytb e COI nas classes Mammalia e Sauropsida (aproximadamente
quatro vezes mais sequéncias do Cytb), neste estudo foi verificado uma proporcéo
inferior a 2:1 na comparacdo para estes grupos de espécies. Ha de se observar uma
andlise qualitativa destes dados revelou que esta distorcdo esta relacionada,
principalmente, aos valores de COIl encontrados para a espécie Amazona aestiva (98
sequéncias), oriundas de um grande namero de sequéncias, com aproximadamente 80%
das sequéncias encontradas (78 sequéncias). Muitas das sequéncias depositadas a
principio parecem se tratar de repetidas inser¢cdes da mesma sequéncia, publicadas em
trabalhos diferentes.

O tamanho da sequéncia depositada variou muito no segmento do gene Cytb,
variando, nas maiores sequéncias, de 165 pb na espécie Leopardus pardalis a 1140 pb
em Pionus menstruus. Para o segmento COl, essa variacdo foi menor, ocorrendo de 460
pb (Brotogeris versicolurus) a 694 pb (Amazona aestiva). Este saldo tem uma
implicancia direta sobre o resultado das buscas para aidentificacdo das espécies.

Considerando que diferentes pares de primers podem sequenciar diferentes
fragmentos do gene alvo, mesmo que haja a ocorréncia da espécie pesquisada; no banco
podera ocorrer um resultado negativo em decorréncia da ndo homologia entre as
sequéncias comparadas. Outra consequéncia do tamanho da sequéncia depositada esta
relacionada ao valor do Core recebido na busca por similaridade no banco de dados. A
definicdo do DNA Barcoding em empregar uma sequéncia curta padronizada de 648
pares de bases 3334, a principio, resolve este problema para o segmento COI.

Com o objetivo de uniformizar o sequenciamento numa Unica reacao para 0S
segmentos Cytb e COI, procurou padronizar o parametro de PCR para ambas as
sequéncias, 0 que se mostrou pouco eficiente, principalmente para a amplificacdo do
gene COI. Para os parametros adotados neste estudo, os melhores resultados foram
obtidos para as sequéncias mais curtas do Cytb e segmento de 360 pb'°. Em apenas
duas espécies conseguiu-se sucesso ho sequenciamento do segmento COIl, o que
corresponde a aproximadamente 10% de eficiéncia.

Dentre as 11 espécies estudadas no grupo de amostra referencias (R), sete delas
pertenciam a familia Psittacidae. Segundo Tavares®’, os psitacideos neotropicais

compdem o grupo de espécies mais numeroso da ordem psittaciforme (353 das 373
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espécies), sendo o Brasil o pais mais rico em representantes dessa familia®®, tendo suas
familias reclassificadas atualmente3%4°, Os psitacideos apresentam uma grande variagcéo
de tamanho, preferéncia de habitat, distribuicdo geografica e comportamento*?.

A justificativa pelo interesse no estudo deste grupo ocorreu devido a fatores
que tornam estas espécies particularmente importantes no tocante ao crime contra a
fauna, como o fato de aproximadamente 27% das espécies serem consideradas
vulneraveis ou ameacadas de extincdo*? e a caracteristicas que as tornam valiosas
comercialmente, como sua inteligéncia, capacidade de imitar a voz humana e sua
exuberante plumagem colorida. Com o alinhamento e a corre¢do manual das sequéncias
obtidas do Cytb obteve-se uma matriz de 360 pb. A partir das analises de distancia
genética realizadas pelo método Tamura-Nei ¢ (Tabela 2).

A variabilidade génica entre as espécies €, em parte, decorrente de eventos
mutacionais que se acumulam ao longo do tempo. No caso das mutagbes pontuais,
onde h& troca de um Unico nucleotideo por outro*3. Eventos moleculares como
recombinacdo génica, mutacao, deriva genética e selecdo natural alteram frequéncias
alélicas e genotipicas entre popula¢des isoladas de modo que, em longo prazo, estas
populacdes acumulam mudancas que podem refletir profundamente na compreenséo de
sua posicdo sistematica, adaptacdo ecoldgica e, também, na condugcdo do processo
evolutivo da espécie®*.

Estimativas de tempo de divergéncia entre espécies sdo baseadas na taxa de
substituicdo entre as linhagens, desta forma, é coerente esperar que haja maior
similaridade entre individuos da mesma espécie que entre individuos pertencentes a
apenas o mesmo género. Diferentes estimativas de taxas de frequéncia tém sido
estipuladas. Miyaki*®, em trabalho realizado com espécies de papagaios, considerou
uma taxa de substituicdo de 1,6% a 2,0% de nucleotideos por milhdo de anos. Presti 46
avaliando populacdo de Anodorhynchus hyacinthinus estimou que as diferencas
genéticas entre 0s grupos estudados ocorreram entre 16 e 42 mil anos.

Com o objetivo de testar a eficiéncia destas sequéncias na identificacdo da
espécie, cada uma das sequéncias amostrais obtidas foi confrontada com o banco de
dados usando a interface Blast integrada ao programa Geneious v5.3%3.

Mesmo que, inicialmente, a comparacdo da sequéncia do mtDNA nao seja

suficiente para a identificacdo especifica, ela pode fornecer parametros que permitam o
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aprofundamento da pesquisa, indicando familia ou género ao qual pertence a espécie
pesquisada. Para isso, no entanto, é necesséario que haja conhecimento da filogenia da
espécie estudada e do significado da distancia genética em cada clado. As consultas
realizadas para as espécies de psitacideos resultaram em grau intra-especifico de
similaridade com média de 97%, compativel com as espécies esperadas para cada
sequéncia. A média da diferenca intra-especifica verificada para o segmento do Cytb
para todas as espécies referenciais (R) atingiu o percentual de 2,05%.

Hebert*” avaliando a comparacéo entre sequéncias de COl em 260 espécies de
aves mostrou uma diferenca meédia de 0,43% entre individuos da mesma espécie, 7,93%
entre géneros e 12,71% entre familias. Em trabalho anterior, analisando 15 diferentes
géneros, Jacques (29) encontrou um indice médio de similaridade em torno de 93% entre
as espécies do mesmo género e 98% na comparacdo entre individuos da mesma
espécie. Analises realizadas em sequéncias de aproximadamente 700 pb da regido
controladora, revelou um indice de similaridade que variou de 93% a 96% em individuos
da espécie Anodorhincus hyacinthinus e de 93% a 99% em individuos da espécie Ara

ararauna“s.

Em estudos realizados com amostras de 29 espécies de psittaciformes,
distribuidas em 25 géneros, Tavares 3’ encontrou valores de frequéncia que variaram de:
A= 29,8% a 32,5% C= 31,2% a 34,6% G= 12,3% a 14,2% e T= 21,2% a 4,5%. Os
resultados encontrados neste trabalho corroboram com os resultados encontrados por
Tavares®, ja que ambos ndo deferiram significativamente entre si (P<0,05).

O segundo grupo de espécies referéncia cujo segmento do Cytb foi sequenciado
neste estudo € composto por organismos da classe Mammalia, estando representadas
pelas espécies Leopardus pardalis (Jaguatirica), Mazama gouazoubira (veado
catingueiro), Myrmecophaga tridactyla (Tamandua bandeira) e Nasua nasua (Quati). O
interesse forense pelos mamiferos neste estudo deve-se principalmente a atividade de
cacadores que predam estes animais para consumo da carne e, em particular no caso
dos felinos (onca, jaguatirica, etc.), o qual se destaca o interesse pela pele desses

animais, que apresenta alto valorcomercial #°.
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Tabela 2. Analise da distancia genética Tamura-Nei (1993) para a sequéncia de 360 pb de bases do segmento Cytb para

Psittacideos.

L. A. A. A. P. B. A. A.
megalura aestiva ararauna  hyacintinus menstruus versicolurus chloropterus macao
Leptotila megalura - 0.2301 0.2414 0.2470 0.2411 0.2449 0.2437 0.2415
Amazona aestiva 0.2301 - 0.0942 0.0998 0.0939 0.0977 0.0965 0.0943
Ara ararauna 0.2414 0.0942 - 0.0559 0.1052 0.1090 0.0566 0.0544
Anodorhincus hyacintinus 0.2470 0.0998 0.0559 - 0.1107 0.1145 0.0621 0.0600
Pionus menstruus 0.2411 0.0939 0.1052 0.1107 - 0.0549 0.1074 0.1053
Brotogeris versicolurus 0.2449 0.0977 0.1090 0.1145 0.0549 - 0.1113 0.1091
Ara chloropterus 0.2437 0.0965 0.0566 0.0621 0.1074 0.1113 - 0.0251
Ara macao 0.2415 0.0943 0.0544 0.0600 0.1053 0.1091 0.0251 -

O alinhamento e a correcdo manual das sequéncias geraram segmentos que variou de 360 pb em Leopardus
pardalis e Myrmecophaga tridactyla a 470 pb em Nasua nasua. Assim como no procedimento adotado para a familia
Psittacidae, as sequéncias obtidas no alinhamento foram confrontadas com o banco de dados usando a interface Blast

integrada ao programa Geneious v5.3%3,

Leopardus pardalis (Jaguatirica) junto com Leopardus tigrinus (gato-do-mato pequeno) e Leopardus wiedii (gato-

maracajd) sdo as trés espécies do género Leopardus mais amplamente distribuidas pelo territorio brasileiro. A espécie

encontra-se na lista de animais ameacados de extincdo e criticamente em perigo (3,50) principalmente pela acédo de

cacadores que comercializam sua pele. Com o alinhamento e a correcdo manual das sequéncias obtidas do Cytb obteve-

se uma matriz de 360 pb, a qual foi confrontada com sequéncias ja depositadas no GenBank® e as andlises de distancia

genética realizadas pelo método Tamura-Nei'® descritos na (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise da distancia genética Tamura-Nei (1993) para a sequéncia de 360 pb de bases do segmento Cytb para segmento

de base para a espécies Leopardus pardalis.

C. F. F. L. L. L. L. P. P. P. P. P. L. L. N. P.
temminckii catus silvestris pardalis canadensis pardinus rufus leo pardus tigris marmorata bengalensis pardalis Lynx Nebula concolor
(query)

Catopuma temminckii - 0.1337 0.1288 0.1442 0.1102 0.1064 0.1383 0.1513 0.1673 0.1486 0.1099 0.1232 0.1336 0.1160 0.1405 0.1333
Felis catus 0.1337 - 0.0233 0.1407 0.1265 0.1227 0.1578 0.1570 0.1730 0.1543 0.1295 0.1197 0.1301 0.1323 0.1461 0.1529
Felis silvestris 0.1288 0.0233 - 0.1358 0.1215 0.1177 0.1529 0.1520 0.1680 0.1493 0.1245 0.1148 0.1251 0.1274 0.1412 0.1479
Leopardus pardalis 0.1442 0.1407 0.1358 - 0.1369 0.1331 0.1683 0.1674 0.1834 0.1647 0.1399 0.1116 0.0578 0.1428 0.1566  0.1633
Lynx canadensis 0.1102 0.1265 0.1215 0.1369 - 0.0497 0.1343 0.1440 0.1600 0.1413 0.1059 0.1159 0.1263 0.0636 0.1332  0.1293
Lynx pardinus 0.1064 0.1227 0.1177 0.1331 0.0497 - 0.1305 0.1402 0.1562 0.1375 0.1021 0.1121 0.1225 0.0598 0.1294  0.1255
Lynx rufus 0.1383 0.1578 0.1529 0.1683 0.1343 0.1305 - 0.1754 0.1914 0.1727 0.1149 0.1473 0.1577 0.1401 0.1646  0.0050
Panthera leo 0.1513 0.1570 0.1520 0.1674 0.1440 0.1402 0.1754 - 0.0842 0.1194 0.1470 0.1464 0.1568 0.1499 0.1415 0.1704
Panthera pardus 0.1673 0.1730 0.1680 0.1834 0.1600 0.1562 0.1914 0.0842 - 0.1354 0.1630 0.1624 0.1728 0.1659 0.1575 0.1864
Panthera tigris 0.1486 0.1543 0.1493 0.1647 0.1413 0.1375 0.1727 0.1194 0.1354 - 0.1443 0.1437 0.1541 0.1472 0.1388 0.1677
Pardofelis marmorata 0.1099 0.1295 0.1245 0.1399 0.1059 0.1021 0.1149 0.1470 0.1630 0.1443 - 0.1189 0.1293 0.1118 0.1362  0.1099
Prionailurus 0.1232 0.1197 0.1148 0.1116 0.1159 0.1121 0.1473 0.1464 0.1624 0.1437 0.1189 - 0.1009 0.1218 0.1356  0.1423
bengalensis
Leop.pardalis (query) ~ 0.1336 0.1301 0.1251 0.0578 0.1263 0.1225 0.1577 0.1568 0.1728 0.1541 0.1293 0.1009 - 0.1321 0.1460 0.1527
Lynx lynx 0.1160 0.1323 0.1274 0.1428 0.0636 0.0598 0.1401 0.1499 0.1659 0.1472 0.1118 0.1218 0.1321 - 0.1391 0.1352
Neofilis nebulosi 0.1405 0.1461 0.1412 0.1566 0.1332 0.1294 0.1646 0.1415 0.1575 0.1388 0.1362 0.1356 0.1460 0.1391 - 0.1596
Puma concolor 0.1333 0.1529 0.1479 0.1633 0.1293 0.1255 0.0050 0.1704 0.1864 0.1677 0.1099 0.1423 0.1527 0.1352 0.1596 -
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Ao contrario do que se esperava, o resultado indicou maior similaridade com uma
sequéncia da espécie Prionailurus bengalensis (91,9%). A espécie Prionailurus
bengalensis, também conhecido como leopardo asiatico, € um pequeno gato selvagem
de ocorréncia no continente asiatico °. A despeito de sua semelhanca com a jaguatirica
(Leopardus pardalis) elas pertencem a géneros diferentes.

Apesar de termos encontrado cinco depdsitos do gene mitocondrial Cytb para a
espécie Leopardus pardalis no GenBank® (Tabela 3), os tamanhos dessas sequéncias
eram curtos, variando de 63pb a 165pb. Considerando que o BitScore, um dos
parametros para ordenacdo das espécies em similaridade, leva em consideracdo o
tamanho relativo das sequéncias comparadas, isso contribuiu para que a sequéncia
depositada de Leopardus pardalis ndo figurasse entre os 100 primeiros resultados de
similaridade numa consulta global no banco de dados. Foi entdo realizada a
comparacao direta entre a sequéncia consenso obtida e as duas maiores sequéncias
depositadas de Cytb da espécie Leopardus pardalis (102 pb e 165 pb) obtendo-se uma
percentagem de similaridade de 99,7% e 97,5%, respectivamente.

O Myrmecophaga tridactyla (tamandua bandeira) € o maior representante entre
quatro espécies da familia Myrmecophagidae, podendo atingir 2 metros (tamanho médio
de 1,2 m) de comprimento total e massa corpérea variando de 18 Kg a 39 Kg®°2.

A espécie encontra-se classificada como “vulneravel” no livro Vermelho da Fauna
Brasileira Ameacgada de Extingdo 3, sua situacdo é diferente em cada estado, onde em
algumas regiGes, como no Santa Catarina, a espécie esta provavelmente extinta %3, em
outras, como o Rio Grande do Sul e Parana esta criticamente em perigo . O
alinhamento e a corregdo manual das sequéncias obtidas do Cytb obtiveram-se uma
matriz de 470 pb, a qual foi confrontada com sequéncias ja depositadas no GenBank® e
as analises de distancia genética (Tabela 4).

E importante notar que para esta espécie foi encontrado o maior grau de
similaridade na comparacdo com as amostras referéncia presente no banco de dados
(100%). Uma analise dos dados da amostra depositada revelou que a sequéncia
resultante foi submetida por Jacques 2° é oriunda de individuos procedentes do Parque
Nacional das Emas (Goias — Brasil) e Pargue Nacional da Serra da Canastra (Minas

Gerais — Brasil). Considerando que a amostra query (coletada do Zoolégico da UFMT),
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assim como as amostras depositadas por Jacques 2°, sdo provenientes do Brasil central,
isso pode explicar a estreita relacdo entre as duas sequéncias.

Mazama gouazoubira (veado cantingueiro) € uma espécie representante da
familia Cervidae, distribuido do sul do México até o norte da Argentina %°. No
territorio brasileiro é encontrada e todas as regides, tanto em areas florestais como em
formacGes abertas de campo, cerrado e caatinga®. O cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) e o veado-bororé-do-sul (Mazama nana) estéo listados no Livro de Espécies
Ameacadas de Extincdo 3, bem como Ozotoceros bezoarticus (Veado-campeiro)
evidenciando a importancia desses animais aos ecossistemas o qual pertencem e ainda
mais a necessidade de uma correta identificacdo destas espécies em casos de
investigacdes forenses. Apos o alinhamento e a correcdo manual das sequéncias obtidas
do Cytb obteve uma matriz de 474 pb, e a distancia genética realizada pelo método de
Tamura-Nei 6 (Tabela 5).

O indice de similaridade alcancado pela busca foi de 99,5% para a espécie
esperada Mazama gouazoubira. Andlises moleculares de cervideos sul-americanos
mostraram divergéncia intra-especifica de 0,36% em M. nana, 0,43% em B. dichotomus,
0,99% em O. bezoarticus, 2,59% em M. nemorivaga e 3,51% em M. americana °’
comparando dados moleculares e citogenéticos obtidos de 82 individuos de diferentes
espécies de veados sul- americanos.

Nasua nasua (Quat)) é uma espécie da familia Procyonidae com ampla
distribuicdo na América do Sul, da Colémbia e Venezuela até o norte do Uruguai e
Argentina. Os adultos medem entre 40cm e 70cm de comprimento (com excecdo da
cauda que mede em média 50cm) e média de 30 cm de altura, pesam entre 3Kg e 8Kg
58, Apesar de ndo ser conhecido pelo apreco de sua carne ou pele, este animal sofre
frequentes atagues por estar supostamente relacionado a ataques as criacdes
domeésticas (59). O alinhamento e a correcdo manual das sequéncias obtidas do Cytb
obtiveram-se uma matriz de 470 pb, a qual foi confrontada com sequéncias ja
depositadas no GenBank® e as apds analises de distancia genéticas, os resultados

encontram-se sumarizados (Tabela 6).
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Tabela 4. Analise da distancia genética Tamura-Nei (1993) para a sequéncia de 360 pb de bases do segmento Cytb da

espécie Myrmecophaga tridactyla.

C. B. C. T. D. D. M. B. E. M.
ESPECIES didactylus variegatus unicinctus tetradactyla novemcinctus novemcinctus tridactyla tridactylus sexcinctus tridactyla
(query)
Choleopus didactylus - 0.1667 0.2170 0.1965 0.1943 0.1486 0.1648 0.1381 0.2142 0.1685
Bradypus variegatus 0.1667 - 0.2284 0.2079 0.2057 0.1600 0.1762 0.1496 0.2256 0.1799
Cabassous unicinctus 0.2170 0.2284 - 0.1867 0.1651 0.1827 0.1989 0.0789 0.1850 0.2026
Tamandua tetradactyla 0.1965 0.2079 0.1867 - 0.1640 0.1622 0.1784 0.1078 0.1839 0.1821
Dasypus novemcinctus 0.1943 0.2057 0.1651 0.1640 - 0.1600 0.1762 0.0862 0.1527 0.1799
Dasypus novemcinctus 0.1486 0.1600 0.1827 0.1622 0.1600 - 0.0850 0.1038 0.1799 0.0887
Myrmecophaga tridactyla 0.1648 0.1762 0.1989 0.1784 0.1762 0.0850 - 0.1201 0.1961 0.0037
Bradypus tridactylus 0.1381 0.1496 0.0789 0.1078 0.0862 0.1038 0.1201 - 0.1062 0.1238
Euphractus sexcinctus 0.2142 0.2256 0.1850 0.1839 0.1527 0.1799 0.1961 0.1062 - 0.1998
Myrmecophaga tridactyla  0.1685 0.1799 0.2026 0.1821 0.1799 0.0887 0.0037 0.1238 0.1998 -

(query)

Tabela 5. Analise da distancia genética Tamura-Nei (1993) para a sequéncia para a sequéncia de 474 pb de bases do

segmento Cytb da espécie Mazama gouazoubira.

i M. R. H. P. O. B. H. M. M. M. M. 0.
ESPECIES gouazoubira tarandus atisensi puda virginianus dichotomus bisulcus gouazoubira gouazoubira nemorivaga americana bezoartricus
Mazama gouazoubira - 0.1276  0.0874 0.0967 0.1149 0.0741 0.0680 0.0200 ((()ql(J)(lag? 0.0990 0.0917 0.0626
Rangifer tarandus 0.1276 - 0.1392 0.1497 0.1428 0.1482 0.1540 0.1476 0.1467 0.1355 0.1195 0.1144
Hippocamelus atisensis 0.0874 0.1392 - 0.1095 0.1265 0.1080 0.1138 0.1074 0.1065 0.1106 0.1033 0.0676
Puda puda 0.0967 0.1497  0.1095 - 0.1370 0.1174 0.1232 0.1167 0.1159 0.1211 0.1138 0.0847
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Odocoileus virginianus 0.1149 0.1428 0.1265 0.1370 - 0.1356 0.1413 0.1349 0.1341 0.1229 0.0839 0.1018
Blastocerus dichotomus 0.0741 0.1482 0.1080 0.1174 0.1356 - 0.1005 0.0941 0.0933 0.1197 0.1123 0.0832
Hippocamelus bisulcus 0.0680 0.1540 0.1138 0.1232 0.1413 0.1005 - 0.0880 0.0871 0.1254 0.1181 0.0890
Mazama gouazoubira 0.0200 0.1476 0.1074 0.1167 0.1349 0.0941 0.0880 - 0.0174 0.1190 0.1117 0.0826
M. gouzoubira (query) 0.0191 0.1467 0.1065 0.1159 0.1341 0.0933 0.0871 0.0174 - 0.1181 0.1108 0.0817
Mazama nemorivaga 0.0990 0.1355 0.1106 0.1211 0.1229 0.1197 0.1254 0.1190 0.1181 - 0.0996 0.0858
Mazama americana 0.0917 0.1195 0.1033 0.1138 0.0839 0.1123 0.1181 0.1117 0.1108 0.0996 - 0.0785
Ozotoceros bezoartricus 0.0626 0.1144 0.0676 0.0847 0.1018 0.0832 0.0890 0.0826 0.0817 0.0858 0.0785 -

Tabela 6. Andlise da distancia genética Tamura-Nei (1993) para a sequéncia de 470 pb de bases do segmento Cytb para
segmento de base para a espécie Nasua nasua.

Species B. B. D. L. M. N. N. N. N. nasua N.
aleeni gabbii novemcinctus Lutra nivalis binotata narica nasua (query) olivacea

Beddard aleeni - 0.0549 0.2407 0.6028 0.2065 0.2044 0.2160 0.1980 0.1773 0.2146
Beddard gabbii 0.0549 - 0.2551 0.6172 0.2209 0.2188 0.2304 0.2124 0.1917 0.2290
Dasypus novemcinctus  0.2407 0.2551 - 0.6484 0.2583 0.2562 0.2616 0.2436 0.2229 0.2602
Lutra lutra 0.6028 0.6172 0.6484 - 0.6205 0.6183 0.5806 0.5139 0.4932 0.4690
Mustela nivalis 0.2065 0.2209 0.2583 0.6205 - 0.2021 0.2337 0.2157 0.1949 0.2323
Nandinia binotata 0.2044 0.2188 0.2562 0.6183 0.2021 - 0.2315 0.2135 0.1928 0.2301
Nasua narica 0.2160 0.2304 0.2616 0.5806 0.2337 0.2315 - 0.1758 0.1550 0.1924
Nasua nasua 0.1980 0.2124 0.2436 0.5139 0.2157 0.2135 0.1758 - 0.0207 0.1257
Nasuanasua (query) 0.1773 0.1917 0.2229 0.4932 0.1949 0.1928 0.1550 0.0207 - 0.1050
Nassuela olivacea 0.2146 0.2290 0.2602 0.4690 0.2323 0.2301 0.1924 0.1257 0.1050 -
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Consulta para o segmento de DNA obtido da espécie Nasua nasua resultou em
uma sequéncia, de igual espécie, com similaridade de 97,2%, seguida por uma sequéncia
da espécie Bassaricyon gabii (mamifero da familia Procyonidae) com similaridade de
85,7%. Este isolamento € um indicativo de que o grupo dos Myrmecophagidae ainda é
pouco estudado.

Em relacdo as amostras questionadas (Q); durante o periodo de estudo houve
quatro encaminhamentos de partes de animais que necessitaram do auxilio do
Laboratorio de Biologia Molecular da POLITEC para a determinacdo da espécie. As
espécies sequenciadas neste caso foram: Amostra de couro encaminhado como sendo
provavelmente de Jaguatirica (Leopardus pardalis) e amostra de partes de outros animais
encaminhados como sendo provavelmente de cateto (Pecaris tajacu), Tatu peba
(Euphractus sexcinctus), Cutia (Dasyprocta aguti); Capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris); Teilu (Tupinambis teguixin), Perdiz (Rhynchotus rufescens) e Juriti
(Leptotila verreauxi).

Nas analises realizadas na amostra de couro encaminhado como sendo de
jaguatirica (Leopardus pardalis) obteve-se uma sequéncia de 308 pb do Cytb.
Semelhante ao que aconteceu na busca para a amostra referéncia, foi encontrada
similaridade de 91,6% com a espécie Prionailurus bengalensis. Alinhamento realizado
diretamente entre a sequéncia da amostra questionada (Q) e referéncia (R) resultou em
100% de similaridade.

A amostra encaminhada como sendo de cutia (Dasyprocta aguti) apresentou
indice de similaridade superior a 99% com a espécie Tapirus terrestris (Anta). Este
resultado ndo foi exatamente uma surpresa porque, uma avaliagdo morfologica do
material recebido indicava que a propor¢ao da massa muscular na por¢gédo encaminhada
era incompativel com o tamanho de uma cutia.

As amostras encaminhadas como sendo de Cateto (Pecaris tajacu) e Tatu peba
(Euphractus sexcinctus) retornaram resultados compativeis com aquelas informadas no
oficio. No entanto, o indice de similaridade entre as sequéncias verificadas para a
amostra de cateto foi pouco superior a 94%. Para a certificacdo desta identificacéao foi
sugerido o sequenciamento do segmento COI (ja que ele esta depositado no banco de

dados) e/ou uma comparag¢ao com uma amostra referencia (R) devidamente identificada.
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A comparacéo da sequéncia tida como sendo de Rhynchotus rufescens (Perdiz)
resultou em similaridade de 96,5% com Ramphasto toco (Tucano), o qual pertence a
familia diferente da espécie pesquisada. Ao contrario do que acontece com a perdiz, o
consumo de carne de tucano ndo € uma pratica na regido mato-grossense, sugerindo
assim uma andlise mais cautelosa dos dados. Nao foi encontrado depdésito do gene
Cytb para a espécie Rhynchotus rufescens, ndo sendo, desta forma, possivel um
confronto direto entre a amostra questionada (Q) e uma amostra depositada em banco.

Situagdo similar a encontrada para a espécie tida como sendo perdiz
(Rhynchotus rufescens) foi verificada para a juriti (Leptotila verreauxi), apresentando
similaridade de 96,1% com a espécie Amazona guildingii (familia Psittacidae).

As analises realizadas na sequéncia resultante da amostra encaminhada como
sendo teiu (Tupinambis teguixin), mostrou maior similaridade (98,3%) para a espécie
Tupinambis merianae, uma espécie de lagarto de até 1,4 metro de comprimento e
5 quilos, com ampla distribuicdo no Brasil e no norte da Argentina 0,

Neste sentido podemos concluir que o estudo da sequéncia génica do Cytb é
uma importante ferramenta de orientacéo sobre a relacao filogenética entre as espécies.
Assim como demonstrados em outros trabalhos sobre a evidéncia do DNA mitocondrial
na evolucao de psitacideos.

A identificacdo de animais silvestres por meio do sequenciamento do DNA
mitocondrial mostrou ser uma ferramenta efetiva em amostras forense, no entanto alguns
cuidados devem ser tomados para garantir a confiabilidade dos resultados. Ainda é
comum que muitos individuos da fauna brasileira ndo tenham suas sequéncias
depositadas nos bancos de dados, o que dificulta sobre maneira todo o processo de
identificacéo.

O trafico de animais silvestres representa uma ameaca a sobrevivéncia das
espécies nativas brasileiras, em que muitas vezes retira individuos diretamente da
natureza, provocando danos ambientais com o comercio ilegal de espécies silvestres
reduzindo a biodiversidade e alterando os ecossistemas, colocando em risco as
populacdes naturais.

Assim, como ja acontece nos laboratorios de identificacdo humana, é imperativo

que os laboratérios de identificagcdo animal participem de programas de testes de
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proficiéncia que visem uniformizar os procedimentos e assegurar padroes de qualidade
nas analises de identificacdo. Os resultados preliminares encontrados nesta pesquisa
demonstram a importancia desta técnica para a identificacdo e elucidagdo nos crimes
ambientais.

E importante que os 6rgdos de Seguranca Publica promovam cursos de
capacitacdo visando o treinamento de profissionais na identificacdo molecular de
animais, pois o0 combate da pratica de crimes contra a fauna passa pela devida
responsabilidade dos autores do delito, o que sé € possivel mediante a materializacédo

do ato criminoso.
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