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l E sta atividade tem como publico alvo estudantes de ensino superior e apresenta
um exemplo de andlise forense que possibilita a mobilizagio de conhecimentos

tedricos das dreas de genética mendeliana, molecular e de populagdes. Por meio

da andlise de esquemas de géis de eletroforese, os estudantes terdo como objetivo

caracterizar amostras de carnes apreendidas e determinar as espécies as quais elas

pertencem e a procedéncia das mesmas.

Marcador molecular
é um fragmento de

DNA, oriundo de um
segmento especifico do
genoma, expresso ou nao,
utilizado para identificar
uma regido particular

do genoma (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996)

FUNCAO PEDAGOGICA

Aprincipal funcio da atividade proposta
é mostrar como os principios bdsicos de
genética podem ser aplicados para responder
a questdes em Ecologia Molecular. A ativi-
dade apresenta um caso de genética forense
que requer, para sua resolu¢io, a determina-
¢do das espécies 2 qual pertencem amostras
de carnes apreendidas, bem como a origem
das mesmas, ou seja, se vieram de populacoes
silvestres ou de criadouros autorizados.

Individuos oriundos de uma mesma popu-
lagio devem compartilhar alelos com maior
probabilidade que individuos oriundos de
diferentes populagdes. Isto se deve ao fato
de que, ao longo do tempo, a interrupgio de
fluxo génico entre individuos de diferentes
populagdes pode levar ao acimulo de dife-
rengas genéticas. Quanto maior o tempo
com auséncia de fluxo génico, maior deve ser
o niimero de diferencas acumuladas.

Esta atividade poderd ser utilizada como
atividade de aula pritica ou como uma ati-
vidade complementar 3 aula expositiva para
alunos de ensino superior, estimulando o
raciocinio légico e promovendo uma efetiva
aprendizagem de conceitos basicos.

PROBLEMA PROPOSTO

A caga e o trifico ilegais de animais silvestres
ainda sio priticas comuns no Brasil. Estas
priticas tem sérias consequéncias na dini-
mica e estrutura de populacdes em florestas

provas conclusivas sobre a espécie objeto da
caga ou trifico, ji que, em muitos casos, sio

apreendidos apenas amostras de carne, ovos,

penas, peles ou ossos. Além disto, as apreen-
soes ocorrem geralmente em locais distantes
da regido de origem do animal, ou ainda o
local de caga declarado pelo suspeito geral-
mente nio é o correto, pois 0 mesmo procu-
ra omitir sua fonte. Nesses casos, uma das
formas para identificar a espécie e excluir ou
atribuir o local de origem do animal é o uso
de marcadores moleculares (MANEL et al,
2002).

Um 6rgio de fiscalizagio ambiental recebeu
uma dentincia de que um agougue comercia-
lizava carne de caga ilegal. Foram apreendi-
dos trés pedacos de carne que o proprietirio
do agougue alegava ser de bovino, mas tinha
aspecto diferenciado das demais vendidas no
estabelecimento. Para verificar se as porgoes
de carne realmente eram bovinas, ou perten-
ciam a outra(s) espécie(s), as carnes foram
apreendidas e amostras (pequenos pedacos)
foram enviadas para um laboratério especia-
lizado em andlises genéticas. Além disso, caso
as carnes correspondessem a uma ou mais
espécies silvestres, era necessirio verificar se
os animais eram oriundos de criadouro(s)
autorizado(s) pelo érgio de fiscalizagdo ou
se eram oriundos de caga ilegal.

No laboratério foi extraido DNA dos frag-
mentos das diferentes amostras encaminhas.
Foram utilizados dois tipos de marcadores
moleculares:

tropicais (STONER et al, 2007), além de
serem atividades consideradas imorais por
destruirem o meio ambiente e causarem a
extingio de diversas espécies.

Uma das dificuldades na elucidacio dos cri-
mes contra a fauna silvestre é a existéncia de

1. a sequéncia de um fragmento do gene
citocromo B (cytB), localizado no DNA
mitocondrial. Este gene codifica uma en-
zima que participa da cadeia de transporte
de elétrons na mitocdndria e sua sequén-
cia apresenta regides varidveis Uteis para
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estudos de filogenia e filogeografia de

mamiferos. A sequéncia deste gene permi-
te a caracterizagio de espécies de mamife-
ros.

2. quatro locus de microssatélites do

+as questoes 3 e 4, que deverio ser res-
pondidas pelos estudantes.

evolutivas entre os organismos

DNA nuclear. A anailise desses microssa-
télites permite determinar o local de ori-
gem da amostra analisada.

INSTRUCOES
PARA O PROFESSOR

Esta atividade pode ser feita individualmen-
te ou em grupo de, no méximo, trés pessoas.
Uma das maneiras de se aplicar a atividade
estd descrita a seguir.

Distribuir para cada grupo:
+0 problema proposto;

+0 procedimento que cada grupo deverd
seguir;
+as sequéncias do gene cytB das trés

amostras de carne apreendidas (Qua-
drol);

+as sequéncias do gene cytB caracteristi-
cas de boi, porco, paca e capivara (Qua-
dro 2);

+assequéncias do gene citocromo B (cytB)
do DNA mitocondrial para a mesma
espécie das trés amostras de carne apre-
endida para diferentes localidades dos
biomas brasileiros: Mata Atlintica, Cer-
rado, Amazonia e Pantanal (Quadro 3);

+as questoes AeB, que deverio ser res-
pondidas pelos estudantes.

Discutir com os estudantes as conclusoes
obtidas com esta analise. Em seguida, distri-
buir para cada grupo:

+0 mapa 1, com os biomas brasileiros e
localidades com criadouros autorizados;

+ esquema da andlise das amostras dos géis
de eletroforese das amostras apreendi-

Discutir com os estudantes as conclusoes
desta andlise. Aconselha-se que a atividade
seja aplicada para estudantes ji familiariza-
dos com os conceitos da biologia molecular
pois, desta forma, os estudantes poderio
mobilizar o conhecimento do contetido te-
drico.

PROCEDIMENTO
(PARA OS ESTUDANTES)

Filogenia
[ é o estudo das relacdes

A filogeografia

estuda os principios e processos
que controlam as distribuicoes
geograficas de linhagens
genealdgicas, especialmente
aquelas dentro e entre espécies
intimamente relacionadas.
(AVISE, 2000)

Locus
& uma regiao especifica do DNA
onde se localiza um gene ou um

1. Comparar as sequéncias do gene citocro-
mo B (cytB) do DNA mitocondrial para
as trés amostras de carnes apreendidas
(A, B e C) e para diferentes espécies de
mamiferos domesticados ou da fauna
silvestre mais utilizados na alimenta¢io
humana (boi, porco, paca e capivara) Ve-
rificar quais delas sdo iguais ou muito se-
melhantes e quais sdo diferentes.

2. Responder s questdes A e B.
+Questio A: A qual(is) espécie(s) cot-

respondem as amostras de carne?

+Questio B: Por que foi utilizado mar-
cador molecular do tipo mitocondrial
(sequéncia do gene do citocromo B)
para identificar a espécie que deu ori-
gem as amostras de carnes apreendidas?
A sequéncia do gene cytB ¢ suficiente
para distinguir a localidade de origem
das carnes apreendidas?

3. Analisar o esquema do gel de poliacrila-
mida para quatro lécus microssatélites, (1
a 4), para as amostras de diferentes bio-
mas brasileiros (Mata Atlantica — MA;
Cerrado — CE; Pantanal — PA; e Amazo-
nas - AM), para o criadouro autorizado
(CR) e para as amostras de carnes apre-
endidas (Carne). Verificar qual a amostra

marcador molecular.

—

Microssatélites

sdo sequéncias curtas de
nucleotideos repetidas em
tanden, que se encontram
dispersas no genoma. Por
exemplo, (CA)10 é uma
sequéncia dos nucleotideos
citosina (C) e adenina (A),
cujo par de bases CA é
repetido 10 vezes. As regides
de microssatélites tém taxa

de mutagao muito altas e sao
muito polimoérficos, por isso sao
considerados bons marcadores
moleculares para discriminar
geneticamente individuos
(FREELAND, 2005).

Eletroforese

das para quatro regides de microssatélites
(I6cus 1 a 4), para as amostras de diferen-
tes biomas brasileiros e de criadouro auto-

rizado (CR);

+tabela que deverd ser preenchida pelos
estudantes ap6s a andlise das sequéncias
dos painéis 3 e 4 e do mapa 1;

possui mesmo perfil de bandas no gel de
poliacrilamida, que reflete o compartilha-
mento de alelos da carne apreendida.

4. Preencher a tabela 1, ap6s a andlise do es-
quema do gel de eletroforese.

5. Identificar, no mapa 1, o local de proce-
déncia das amostras apreendidas. De-
terminar qual a localidade de origem da
amostra e verificar se corresponde A mes-

é a migracdo de moléculas

ou fragmentos ionizados em
um campo elétrico através

de uma matriz de separacao
COm mMicroporos, na presenca
de uma solucdo tampdo. A
matriz de separacdo pode ser
constituida por gel de amido,
agarose, acetato de celulose
ou poliacrilamida dependendo
do tamanho das moléculas que
serao fracionadas.
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ma localidade indicada pelo sequencia-
mento do DNA mitocondrial.

. Apés determinagio do local de origem,

indicar no Mapa de Biomas a espécie e a
regido das quais as carnes apreendidas sio
provenientes.

cias do resultado obtido para o dono do
agougue?

+Questiao D: Foi possivel identificar o
local onde as amostras de carne foram
retiradas utilizando os dois tipos de
marcadores moleculares (microssatélites
e sequéncia do gene citocromo B)? Por

. Responder as questdes C e D.

qué?
+Questio C: A que local as amostras de
carnes pertenciam? Quais as consequén-

Quadro 1.

Sequéncias do gene citocromo
B (cytB) do DNA mitocondrial
para as trés amostras de carne
apreendidas (A, B e ).

Amostra A
ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Amostra B
ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Amostra C
ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Quadro 2.

Sequéncias obtidas do gene
citocromo B (cytB) do DNA
mitocondrial para diferentes
espécies de mamiferos
domesticados ou da fauna
silvestre mais utilizados na
alimentacdo humana: boi (Bos
taurus), porco (Sus scrofa), paca
(Cuniculus paca) e capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris).

Bos taurus

ATGACTAACATTCGAAAGTCCCACCCACTAATAAAAATTGTAAACAA

Sus scrofa

ATGACCAACATCCGAAAATCACACCCACTAATAAAAATTATCAACAA

Cuniculus paca

ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Hydrochoerus hydrochaeris
ATGACCCACCTACGAAAATCACACCCACTAATCAAAATCATCAACCA

Quadro 3.

Sequéncias do gene citocromo
B (cytB) do DNA mitocondrial
para a mesma espécie das trés
amostras de carne apreendida
para diferentes localidades
dos biomas brasileiros: Mata
Atlantica, Cerrado, Amazonia e
Pantanal.

Mata Atlantica
ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Cerrado
ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Amazénia

ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA

Pantanal

ATGACCCACATACGCAAGTCCCACCCGCTAATTAAAATTATAAACCA
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ir/ Mapa 1.

Biomas brasileiros e localidade
do criadouro autorizado cujas
amostras foram utilizadas para
comparar com as amostras de
carnes apreendidas.

PANTANAL

CR Carne Painel 1.
\ Esquema do gel de

Lécus 1 a poliacrilamida para quatro locus

b microssatélites, (I6cus 1 a 4),
para as amostras de diferentes
C biomas brasileiros (Mata
d Atlantica — MA; Cerrado - CE;
O B Pantanal — PA; e Amazonas

Ldcus 2 a - AM), para o criadouro

b autorizado (CR) e para as
amostras de carnes apreendidas

c (Carne).
d

Lécus 3 a
b
c
d

Lécus 4 a
b
c
d

) Tabela 1.
Genétipos MA Tabela de genétipos para os

quatro I6cus microssatélites,
(1 a 4), para as amostras de
Lécus 2 diferentes biomas brasileiros

p (Mata Atlantica — MA; Cerrado —
Lécus 3 CE; Pantanal — PA; e Amazonas -
Lécus 4 AM), para o criadouro autorizado
(CR) e para as amostras de carne
apreendidas (Carne).

Lécus 1
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Tabela 1. (preenchida com
os genotipos dos quatro

locus analisados)

- Tabela de genétipos para os
quatro ldcus microssatélites,
l6cus 1 a 4, para as amostras
de diferentes biomas brasileiros
(Mata Atlantica - MA;
Cerrado — CE; Pantanal — PA;
e Amazonas - AM), para o
criadouro autorizado (CR) e
para as amostras de carnes
apreendidas (Carne).

RESPOSTAS DAS QUESTOES

Questio A: Apds a comparagio das sequéncias
das amostras A, B e C com as sequéncias das
amostras de boi, porco doméstico, capivara e
paca, a sequéncia de DNA mais similar com as
das amostras de carnes apreendidas foia da paca
(Cuniculus paca), animal da fauna silvestre bra-
sileira. No entanto, s6 a identificacio da espécie
nio garante que o animal foi retirado da nature-
za porque pode ser proveniente de um criadou-
ro autorizado. Portanto, é necessario identificar
a origem dessa carne apreendida. Foi utilizado o
marcador molecular do tipo mitocondrial pot-
que este marcador tem taxas de mutagio nio
tio altas quando comparada ao marcador mi-
crossatélite, por isso é possivel fazer a identifica-
¢do taxondmica. No entanto, essa identificagio

A constituicdo genética (alelos)
de um individuo para um ou
mais lécus € definida como

—— genotipo.

taxondmica s6 é possivel se existir um banco de
sequéncia no qual a sequéncia alvo é comparada
com sequéncias de diferentes grupos taxondmi-
cos, como por exemplo o GenBank (veja no sitio
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Questio B: Quando comparadas, as amostras
de carnes apreendidas com as amostras de dife-
rentes biomas e com a de um criadouro autori-
zado, chegou-se 4 conclusio de que as amostras
apreendidas foram provenientes de uma popu-
lagio do Cerrado, ji que o padrio de bandas foi
muito similar entre essas duas amostras (veja o
resultado do Painel 5 abaixo). Neste caso, como
foi encontrado que as amostras de carnes apre-
endidas eram de paca silvestre, o dono do agou-
gue pode ser acusado de crime contra a fauna

silvestre.

Genétipos MA
Lécus 1 dd bb aa cc cc bb
Lécus 2 bb aa cc dd cc aa
Lécus 3 bb aa dd cc bb aa
Lécus 4 bc aa dd dd be aa

Questdes C e D: Nio foi possivel identifi-
car o local de onde a amostra de carne foi
retirada utilizando a sequéncia do gene do
citocromo B. Com os marcadores micros-
satélites isto foi possivel, pois estes marca-
dores t¢ém uma taxa de mutagio mais alta,
o que permite a identificagio individual,
sendo assim, mais apropriados para resol-
ver problemas intraespecificos. Ao contré-
rio, o marcador baseado na sequéncia do
gene mitocondrial cytB, que tem uma taxa
de mutagio mais baixa, é mais apropriado
para responder a problemas interespecificos
como, por exemplo, a identificagdo da espé-
cie & qual as amostras de carnes apreendidas
pertencem.
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