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O gene rbcL como barcode para identificação forense
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RESUMO: Cannabis sativa é uma das espécies mais antigas de plantas domesticadas e permanece como 
uma das culturas mais amplamente difundida e a droga ilícita mais consumida no mundo. Há uma grande 
difi culdade em identifi car e individualizar as amostras de Cannabis sp, difi cultando a correlação a prováveis 
locais de plantações ilegais, o que permitiria revelar rotas de tráfi co, relacionar grupos criminosos e distinguir 
amostras legais daquelas comercializadas como droga, onde o cultivo é permitido. A principal fi nalidade do 
DNA Barcode é o de proporcionar uma rápida e precisa identifi cação de organismos a partir de uma pequena 
região padronizada do genoma que ajuda a caracterizar e distinguir espécies e indivíduos não identifi cados 
para atribuir à espécie. Um dos genes candidatos é o ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rbcL), 
utilizado como um sistema de DNA Barcode e presente no DNA dos cloroplastos das plantas, sendo o 
responsável pela produção subunidade maior da que converte dióxido de carbono e água em carboidratos.
Nosso objetivo é o desenvolvimento de um protocolo efi ciente de extração de DNA e de sequenciamento do 
gene rbcL para análise forense de amostras apreendidas da Polícia Judiciária. DNA de amostras de Cannabis 
sativa,caracterizadas no ICCE/DGPTC/PCERJ, foi extraído utilizandoo Mini DNeasy Plant (Qiagen)no IPPGF/
DGPTC/PCERJ. O material foi transferido para o LabFor/UFRJe um fragmento de 735 pb do gene rbcL foi 
amplifi cado através de um par de iniciadores descritos na literatura como universais para plantas.O fragmento 
foi sequenciado, com o protocolo do BigDye v3.1, usando ABI 3500 (Life Technologies). As comparações das 
sequências foram realizadas no software Geneious (Biomatters). A nossa sequência consenso de 559 pb foi 
comparada às seqüências que correspondem às regiões rbcL em Cannabis sativa depositadas no GenBank, 
e observamos a ocorrência de polimorfi smos (SNPs) entre as amostras dos Estados unidos, Reino Unido e 
China, sugerindo que se trata de uma assinatura genética para análise forense.
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INTRODUÇÃO

Cannabis sativa foi uma das primeiras 
espécies de plantas domesticadas 
e tem sido usada por milênios 

como uma fonte de fi bra, óleo e por suas 
propriedades medicinais e psicoativas. De seu 
local de domesticação na Ásia Central, o cultivo de 
Cannabis sp. se espalhou nos tempos antigos por 
toda a Ásia e Europa e é hoje um dos cultivos mais 
amplamente distribuídos no mundo1.  Algumas 
evidências arqueológicas, encontradas em uma 
tumba de 2.700 anos no noroeste da China e em 
um túmulo judaico de 1700 anos, sugerem o uso 
medicinal da Cannabis sp2. Atualmente a Cannabis 
sp. e seus derivados como haxixe são as drogas 
ilícitas mais consumidas no mundo3.A propagação 
da Cannabis sp. pelo mundo ocorre através da 
forma vegetativa ou das sementes e,  na América 
do Sul o que se percebe é que as sementes são 
colhidas anteriormente à prensagem e distribuição, 
sendo então exportadas para novos locais ou até 
mesmo usadas para dar origem a novas plantas 
na mesma região, sendo que na América do Sul 
o maior número de plantações ilegais ocorre no 
Brasil e Paraguai, existindo também na Bolívia e 
Colômbia4.

Polimorfi smos do DNA mitocondrial (mtDNA) 
e cloroplástico (cpDNA), de origem geralmente 
uniparental (materna) em angiospermas e com 
baixas taxas de mutação, são capazes de 
individualizar haplotipos de C. sativa, provendo 
dados evolutivos e biogeográfi cos. Gilmore et al.5, 
a partir da análise de 12 loci do DNA mitocondrial 
(mtDNA) e cloroplástico (cpDNA), observaram 
7 loci polimórfi cos, sendo 5 regiões variáveis 
de tamanho e 2 polimorfi smos de nucleotídio 
único (SNP), e que seria possível determinar 
sete grupos de haplótipos de Cannabisa partir 
dos tipos produtores de droga, fi bra e selvagem. 
Desta maneira, técnicas genéticas estão cada 
vez mais sendo adotadas para a identifi cação 
de espécies botânicas e, dentre os métodos 
moleculares existentes, encontra-se o sistema 
chamado de DNA Barcode (o código de barras 
do DNA), utilizado para o estudo taxonômico da 
biodiversidade através da utilização de uma região 
curta e padronizada do DNA6,7.Entretanto para ser 
prático e satisfatório a região do gene selecionado 
deve satisfazer três critérios: (i) conter sufi ciente 

variabilidade entre as espécies; (ii) ser curto o 
sufi ciente para ser sequenciado em uma única 
reação; e (iii) conter regiões conservadas para o 
desenvolvimento de primers universais8.

OBJETIVOS

Nossos objetivos neste trabalho foram 
desenvolver e validar técnicas de identifi cação 
genética da Cannabis sativa através da análise do 
DNA Barcode, testando o desempenho do gene 
de rbcL para identifi cação da espécie, e encontrar 
haplótipos em Cannabis sativa, apreendidas no 
Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E MÉTODOS 

Doze amostras de Cannabis sativa, 
apreendidas e identifi cadas quimicamente 
pela presença de canabinóis, no Instituto de 
Criminalística Carlos Éboli, Departamento Geral 
de Polícia Técnico Científi ca (ICCE/DGPTC), 
foram cedidas para pesquisa. Dessas amostras, 
cerca de 2,0g de massa seca foram utilizadas para 
extração do DNA por meio do kit DNeasy Plant Mini 
(Qiagen). O material foi inicialmente processado 
nos laboratórios do Instituto de Pesquisas e Perícia 
em Genética Forense (IPPGF/DGPTC) e após a 
solubilização do material genético em solvente 
orgânico, inativando completamente o ∆9THC, as 
amostras seguiram para o Laboratório de Biologia 
Molecular Forense, na UFRJ (LabFor/UFRJ). 

A amplifi cação por PCR foi realizada 
utilizando os primers universais9 e o protocolo 
descrito a seguir: 25 μl de reação continha 20ng 
de DNA, 0,1mM dedNTP, Tampão 1X (10 mM 
Tris-HCL, pH 8.5, 50 mM KCl), 2,5 mM de MgCl2 
e 2,5 U de Taq Polimerase (Ludwig Biotec). A 
ciclagem foi realizada no GeneAmp® PCR System 
9700 (Applied Biosystems): 94°C/10min, 35 ciclos 
de 94°C/45s, 58°C/1min e 72°C/1min, seguido de 
extensão fi nal de 72°C/10min. Uma alíquota dos 
produtos de PCR foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose a 1,5% e detectados por 
GelRed. Após confi rmação da amplifi cação. os 
produtos foram purifi cados com a membrana 
AMICON® Ultra-0.5 30K (Millipore Corporation) 
seguindo o protocolo do fabricante.

O sequenciamento foi realizado utilizando 
o BigDye Terminator v 3.1 (Life Technologies) 
com aproximadamente 10ng do produto de PCR. 
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As sequências foram detectadas no ABI 3500, 
usando Data Collection e Sequencing Analysis 
(Applied Biosystems). As análises das sequências 
e haplótipos obtidos foramrealizadas noSoftware 
Geneious (BioMatters) e as árvores fi logenéticas 
geradas pelo Mega 5.1.

RESULTADOS

Os sequenciamentos obtidosde cada uma 
das 12 amostras foram alinhadoseuma sequência 
consenso foi extraídacom um tamanho de 559pb 
(Cannabis sativa Rio de Janeiro).

Após a obtenção da sequência consenso foi 
realizado um BLAST e no resultado observaram-
secinco sequências de Cannabis sativa: duas 
pertencentes ao Reino Unido (Access#AJ390068 
e AJ402933), duas da China (Access#JN040400 e 
JN040401) e uma dos EUA(Access#AF500344). 
O alinhamento realizado entre as sequências 
revelou duas diferenças (Tabela 1) no gene do 
rbcL da C. sativa. A notação dada foi relativa ao 
sequenciamento completo deste gene em Morus 
indica (Access#DQ226511.1), pertencente 
à família Moracea e filogeneticamente mais 
próxima a Cannabaceae10. Os SNP’s encontrados 
foram: 58233(G/A) e 58493 (T/C). As amostras 
do Rio de Janeiro possuíam o haplótipo GC, 
enquanto que as amostras do Reino Unido e 
Estados Unidos o haplótipo GT e, a China com 
o haplótipo AC .

TABELA 1. Diferenças encontradas nas sequências 
do gene de rbcL de C. sativa, das amostras do Rio de 
Janeiro, Reino Unido, Estados Unidos e China

Sequência           Posição no Gene

 58233(G/A)     58493(T/C)

Rio de Janeiro    G C
Reino Unido     G T
Estados Unidos G T
China      A C

Em relação à cadeia de aminoácidos 
encontramos apenas uma única diferença. Na 
posição 19411 existe a variação de aminoácidos 
Valina (V) e Isoleucina (I). Para as amostras do 
Rio de Janeiro, Reino Unido e Estados Unidos da 

América encontramos a Valina, e para a China, a 
Isoleucina (Tabela 2).

TABELA 2. Diferenças encontradas na sequência de 
aminoácidos entre as amostras do Rio de Janeiro, Reino 
Unido, Estados Unidos e da China

Sequência Posição na Cadeia Polipeptídica
                 19411(V/I)
Rio de Janeiro V
Reino Unido V
Estados Unidos V
China I

Finalizando as nossas análises comparamos 
as sequências obtidas com todos os membros da 
família Cannabaceae, disponíveis no GenBank. 
A Figura 1 apresenta a árvore UPGMA, com 
bootstrap de 1000 réplicas,  em que observamos 
o gênero Cannabis como monofi lético próximo ao 
gênero Humulus corroborando as análises com 
dados morfológicos10.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

As doze amostras de C. sativa, apreendidas 
no Rio de Janeiro, mostraram-se idênticas após a 
análise da sequência do gene de rbcL, contido no 
fragmento amplifi cado de 735pb. Possivelmente 
ao fato de todas serem originárias de cultivares 
geneticamente próximos ou idênticos. 

Em comparação com outras amostras 
do gene de rbcL de C. sativa, depositadas no 
GenBank, observamos três haplótipos distintos. 
Um diferenciando as amostras do Rio de Janeiro, 
outro da China e, um terceiro comum entre os 
Estados Unidos e Reino Unido.

Ainda de acordo com nossos resultados, 
essas diferenças nos haplótipos encontradoslevam 
a uma única mudança de aminoácido. A Valina foi 
encontrada na posição 19411 nas amostras do 
Rio de Janeiro, Estados Unidos e Reino Unido, 
enquanto que a Isoleucina foi encontrada na 
amostra da China. Dados preliminares sugerem 
que essa mutação tenha ocorrido após a expansão 
da Cannabis a partir da Ásia (dado não mostrado).

Finalmente a ocorrência de polimorfi smos 
(SNP) encontrados no gene de rbcL, entre as 
amostras do Rio de Janeiro, Estados unidos, Reino 
Unido e China, pode ser usado como marcador 
biogeográfi co, sugerindo que se trata de uma 
assinatura genética para análise forense.
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 Trema micrantha JX987598.1 PANAMA

 Trema micrantha JX987601.1 EQUADOR

 Trema micrantha JX987599.1 EQUADOR

 Trema micrantha JX987600.1 EQUADOR

 Trema tomentosa JN040432.1 CHINA

 Trema orientalis JN040431.1 CHINA

 Trema angustifolia JF317494.1 CHINA

 Trema levigataJN040429.1 CHINA

 Trema domingense JN040428.1 CHINA

 Trema micrantha JN040430.1 CHINA

 Trema micrantha U03844.1 REINO UNIDO

 Trema cannabina JN040426.1 CHINA

 Trema discolor JN040427.1 CHINA

 Trema tomentosa JN040423.1 CHINA

 Trema angustifolia JN040425.1 CHINA

 Trema cannabina JN040424.1 CHINA

 Parasponia parviflora AF500342.1 USA P

 Parasponia andersonii JN040419.1 CHINA

 Parasponia melastomatifolia JN040420.1 CHINA

 Parasponia rigida U59820.1 USA

 Trema sp AB586610.1 INDONESIA

 Trema orientalis D86313.1 JAPO

 Lozanella enantiophylla AF500341.1 USA

 Lozanella permollis JN040417.1 CHINA

 Lozanella trematoides JN040418.1 CHINA

 Chaetachme aristata JN040409.1 CHINA

 Chaetachme microcarpa JN040411.1 CHINA

 Chaetachme madagascariensis JN040410.1 CHINA

 Pteroceltis tatarinowii D86312.1 JAPAO

 Pteroceltis tatarinowii AF500343.1 USA

 Pteroceltis tatarinowii JN040421.1 CHINA

 Celtis aculeata JN040402.1 CHINA

 Celtis tala JN040408.1 CHINA

 Celtis madagascariensis JN040405.1 CHINA

 Celtis sinensis var. japonica D86309.1 JAPAO

 Celtis tournefortii var. aetnensis JN040403.1 CHINA

 Celtis biondii JN040404.1 CHINA

 Celtis sellowiana JN040406.1 CHINA

 Celtis sinensis JN040407.1 CHINA

 Celtis tetrandra JF317479.1 CHINA

 Celtis schippii JX987577.1 PANAMA

 Celtis schippii JX987578.1 PANAMA

 Celtis schippii JX987573.1 BOLIVIA

 Celtis schippii JX987574.1 EQUADOR

 Celtis schippii JX987575.1 EQUADOR

 Celtis schippii JX987576.1 EQUADOR

 Gironniera subaequalis AF500340.1 USA

 Gironniera subaequalis JN040413.1 CHINA

 Gironniera subaequalis D86311.1 JAPAO

 Aphananthe philippinensis JN040399.1 CHINA

 Aphananthe monoica D86308.1 JAPAO

 Aphananthe monoica JN040398.1 CHINA

 Aphananthe aspera JN040397.1 CHINA

 Aphananthe aspera AF500339.1 USA

 Aphananthe aspera D86307.1 CHINA

 Cannabis sativa AJ390068.1 REINO UNIDO

 Cannabis sativa AJ402933.1 REINO UNIDO

 Cannabis sativa AF500344.1 USA

 Cannabis sativa RIO DE JANEIRO

 Cannabis sativa JN040400.1 CHINA

 Cannabis sativa JN040401.1 CHINA

 Humulus japonicus AB033895.1 JAPAO

 Humulus yunnanensis JN040414.1 CHINA

 Humulus lupulus AB033761.1 EUROPA

 Humulus lupulus JN040416.1 CHINA

 Humulus japonicus JN040415.1 CHINA

 Humulus lupulus AB033894.1 EUROPA

 Humulus lupulus var. cordifolius AB033892.1 JAPAO

 Humulus lupulus AF061992.1 EUROPA

 Humulus lupulus AF206777.1 EUROPA

 Celtis philippensis AY263941.1 CHINA

 Celtis yunnanensis L12638.2 INDEFINIDO

 Trema micrantha AF062004.1 SUIA
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Figura 1. Árvore fi logenética da família Cannabaceae, usando as diferenças par-a-par, com 1000 réplicas de bootstrap 
(números nos clados). As sequências foram alinhadas e trimadas em Mega v5.1. A amostra do Rio de Janeiro é 
mostrada em destaque
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ABSTRACT: Cannabis sativa is one of the oldest species of domesticated plants and crops remains one of 
the most widely deployed and most used illicit drug in the world. There is a great diffi culty in identifying and 
differentiating the samples of Cannabis sp, complicating the correlation of the likely places illegal plantations, 
which would reveal traffi cking routes, criminal groups relate and distinguish those samples legal marketed as a 
drug, where cultivation is permitted. The main purpose of the DNA barcode is to provide a rapid and accurate 
identifi cation of organisms from a standard small region of the genome that help characterize and distinguish 
between species and individuals not to assign the identifi ed species. A candidate gene is the ribulose-1 
,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL), used as a DNA barcode system and present in chloroplast 
DNA of plants, and are responsible for producing large subunit of converting carbon dioxide and water into 
carbohydrates. Our goal is to develop an effi cient protocol for DNA extraction and sequencing ofrbcL gene for 
forensic analysis of seized samples of the Judicial Police. DNA samples from Cannabis sativa were characterized 
at ICCE/DGPTC/PCERJ and extracted using the DNeasy Plant Mini kit (Qiagen) at IPPGF/DGPTC/PCERJ. The 
material was transferred to LabFor/UFRJ and a fragment of 735 bprbcL gene was amplifi ed using a primer 
pair described in the literature as universal plants. The fragment was sequenced with the BigDye v3.1 protocol 
using ABI 3500 (Life Technologies). Comparisons of the sequences were performed in software Geneious 
(Biomatters). Our consensus sequence of 559 bp was compared to sequences that correspond to regions rbcL 
in Cannabis sativa deposited in GenBank, and observe the occurrence of polymorphisms (SNPs) between 
samples of the United States, Britain and China, suggesting that it is a genetic signature for forensic analysis.

KEYWORDS: Cannabis sativa; Genetic signature; Forensic identifi cation.
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