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RESUMO

O Cddigo de barra de DNA tem sido utilizado com sucesso na identificacdo da
avifauna global com mais de 90% de acerto. A identificacdo correta das espécies é importante
para a conservacao e quantificacdo da biodiversidade. Com isso esté trabalho tem como
objetivo gerar um banco de dados de sequéncias do cddigode barras de DNA relacionadas a
vouchers depositados na Colecdo de Aves do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA) para confirmar a confiabilidade do BOLD (The Barcode of Life Data System) na
identificacdo das espécies de aves amazbnicas com a taxonomia vigente. Foi selecionada uma
amostra por espécie da Colecdo de Tecidos do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia
(INPA), totalizando 422 amostras de aves. O gene utilizado como cddigo de barra de DNA é
0 gene mitocondrial Citocromo C Oxidase 1 (COl). Na validagdo do gene COI do codigo de
barra de DNA como ferramenta taxondmica para identificacdo de espécies de aves da
Amazonia, obtivemos 72.9% de espécies identificadas corretamente. Dentre as 407 espécies
com DNA sequenciado, 90 sdo sequéncias inéditas para o BOLD. Em 20 amostras foram
indentificados erros taxonomicos e somente duas amostras o BOLD identificou errado. O
Codigode barra de DNA interage entre a Taxondmia Classica e Molecular para uma
identificacdo precisa das espécies. Os resultados do presente trabalho demostraram que como
ferramenta taxondmica, 0 DNA barcode pode ser usado para a identificacdo molecular de
aves da Amazonia. Apesar da falta de sequéncias de DNA de aves amazo6nicas no banco de
dados do BOLD, as especies estudadas neste trabalho apresentaram de 93,5% a 100% de

confiabilidade, demonstrando o poder resolutivo desta ferramenta.



ABSTRACT

The DNA barcode has been successfully used in identifying the global avifauna with over
90% accuracy. Correct identification of species is important for the conservation of
biodiversity and quantification. Thus this work aims to generate a database of sequences DNA
barcode related vouchers deposited in the Collection of Birds from the National Institute for
Amazonian Research (INPA) to confirm the reliability of BOLD (The Barcode of Life Data
System ) in identifying the species of Amazonian birds with the current taxonomy. A sample
was selected by species of Tissue Collection of the National Institute for Amazonian Research
(INPA), totaling 422 samples from birds. The gene used as the DNA barcode is a
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase gene 1 (COIl). Validation of the gene COI barcode DNA
as a tool for taxonomic identification of bird species in the Amazon, we had 72.9% of species
identified correctly. Among the 407 species with DNA sequenced, 90 are unpublished
sequences for BOLD. In 20 samples were indentificados taxonomic errors and only two
samples identified the BOLD wrong. The DNA barcode interacts between the Classical and
Molecular taxonomy for accurate identification of species. The results of this study
demonstrate that taxonomic tool as the DNA barcode can be used for molecular identification
of birds in the Amazon. Despite the lack of DNA sequences of Amazonian birds in the BOLD
database, the species studied in this work showed 93.5% to 100% reliability, demonstrating

the resolving power of this tool.
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade a humanidade se preocupa em diferenciar as espécies, sendo o
pioneiro Aristoteles (384-322 a.C.), que separou as espécies de acordo com sua
complexidade, distribuidas em dois grupos maiores, animais com sangue e 0S sem sangue,
posteriormente em grupos mais amplos como: 1) Viviparos- sdo animais quentes e imidos
que produzem descendentes iguais aos pais (Ex: Homem, Cavalo e Golfinho); (1) Oviparos-
sdo animais quentes e secos que produzem ovos perfeitos (Ex: Aves, Répteis); IlI)
Externamente Viviparos- animais frios e Umidos (cobras e peixes cartilaginosos); 1V)
Externamente Oviparos — animais frios e secos com ovo imperfeito (Crustaceos e
cefalépodes); V) Insetos- Animais imperfeitos e frios que produzem larvas em vez de ovos e
VI) Testaceo — intermediarios entre plantas e animais, que ndo produzem vida e se
reproduzem espontaneamente. No caso das plantas, foram divididas em Arvore, Arbusto,

Erva e Hortalica (ABREU, 1994). Portanto, pode-se dizer que teve assim inicio a taxonomia.

O termo taxonomia se origina do grego, taxis (ordem), e nomos (lei, norma) e foi
usado pela primeira vez em 1735, com a publicacdo da versdo inicial da obra Systema
Naturae, pelo cientista e médico sueco Karl Von Linné, e assim tornando-se conhecida no
dominio da biologia (AGANETTE et al., 2010). Com mais de 250 anos a classificacdo
taxonémica desenvolvida por Karl Linné no Séeculo XVIII permanece até hoje, e é a base da
identificacdo de espécies, classificando os seres vivos em uma hierarquia, a qual se inicia com
0s Reinos que sdo divididos em Filos, e entdo em Classes, Ordens, Familias, Géneros e
Espécies (GODFRAY, 2002). Desde sua criacdo, o sistema de Linné tem sofrido diversas
modificacdes, estando atualmente composto por um conjunto de principios e regras
complexas, organizados por uma comissdo e publicados na forma de codigos (RAPINI,
2004).

Estima-se que o numero de espécies de eucariotos no planeta seja de
aproximadamente 8,7 milhdes, sendo que aproximadamente 2,2 milhdes sdo de espécies
marinhas e 1,2 milhGes destas espécies ja foram catalogadas (ou descritas). Portanto, cerca de
86% das espécies na Terra e 91% das espécies do oceano ainda aguardam descri¢do
taxonémica (MORA et al., 2011). Segundo este mesmo autor poderia levar até 1.200 anos e
exigiria 303 mil taxonomistas, a um custo aproximado de 364 milhGes de dolares para
descrever todas as espécies do planeta. Assim sendo, nota-se um avanco lento nas descricées

taxondmicas, enquanto as extingdes tém acontecido rapidamente, como consequéncias disso,
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Varias espécies nunca chegaram a ser conhecidas para a ciéncia. O trabalho de levantamento
taxondmico exige muito conhecimento na distribuicdo, morfologia e ecologia de cada taxon,
tempo para coletas de espécimes, comparagdes de individuos depositados em museus e
levantamento bibliogréfico e financiamento para todos estes itens, contudo tem-se observado
um avango das técnicas moleculares, que estdo fornecendo meios para auxiliar e acelerar o
processo de identificacdo das espécies, revelando ser bastante eficaz na identificacdo de
espécies de diversos grupos (AMORIM 1997; HEBERT ET al., 2003a; MORITZ e CICERO
2004; RAPINI 2004; DAYRAT 2005).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Taxonomia de aves

As classificagcOes de aves anteriores aos anos 90 eram feitas somente com analises
morfologicas. O trabalho de Sibley et al. (1988) foi o primeiro a sugerir uma nova
classificagdo para aves baseada na hibridizacgio DNA-DNA. Também conhecida como
Taxonomia de Sibley-Ahquist, confirmou dados morfoldgicos tradicionais e trouxe mudancas
radicais, algumas delas abandonadas depois de novas técnicas e descobertas com DNA
(ERICSON et., 2006; HACKETT et al., 2008).

A principal dificuldade da contagem de espécies de aves do mundo é decidir, se
consideram espécies ou subespécies. Cerca de 75% das espécies de aves sdo politipicas, isto
¢, sdo compostas por mais de uma subespécie; consequentemente, o nimero de subespécies é
mais elevado que o nimero de espécies (MAYR, 1946). A utilizacdo indiscriminada e sem
critérios da categoria subespecifica trouxe consigo diversos problemas na delimitacdo dos
taxons levando a varias interpretacfes na literatura dos limites taxondémicos de espécies
(ALEIXO, 2007).

O Brasil tem a segunda mais rica avifauna do mundo, em 2005 estimava-se que 0
namero de espécies estava entre 1.696 e 1.731 (MARINI e GARCIA, 2005). De acordo com o
Comité Brasileiro de Registro Ornitoldgico, o Brasil possui 1.895 espécies de aves, onde
1.217 destas sdo espécies da Amazodnia brasileira (CBRO, 2011). De 1997 a 2010 foram
descobertas 16 novas espécies de aves no Brasil (CBRO, 2011), sendo que analises

filogenéticas foram utilizadas em s6 uma espécie, mas somente para relacionar parentesco.
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Ainda h& discussao entre os ornit6logos sobre a utilizacéo de ferramentas moleculares
na identificagdo de novas espécies, como € o caso de Schiffornis turdina (NYARI, 2007) e
Willisornis poecilinotus (ISLER E WHITNEY, 2011) onde foram feitas andlises moleculares
e morfolégicas. Em S. turdina a analise molecular indicou sete espécies, apesar das
semelhancas morfoldgicas e vocais, por isso ndo foi aceito. Ja em W. poecilinotus as analises
moleculares confirmaram as diferengas vocais. Donegan et al. (2011) fizeram uma nova
proposta para dividir Schiffornis turdina, utilizando os dados morfolégicos, vocais e os dados
genéticos de Nyari (2007) sendo aceitas quatro novas espécies das sete proposta por Nyari
(2007). O nivel de confianca em espécies suportadas pelo uso multiplo de dados é muito
maior do que para as espécies apoiadas por apenas um tipo, portanto é fundamental que as
revisdes taxondmicas utilizem o maior nimero de caracteres possivel (ALEIXO, 2007).

2.2 Taxonomia Moderna

A discussdo de atualizar a taxonomia ndo € uma idéia nova. Conforme a modernizacao
em outras areas bioldgicas foi sendo questionado se a utilizagdo de somente um método, no
caso analise de caracteres morfologicos, para descrever as espécies era suficiente. Como no
caso dos microrganismos, somente as diferencas morfolégicas ndo poderiam ser incluidas nos
Reinos existente na época (animalia e plantae) passando a ser divididos em trés reinos, em
seguida as analises moleculares (RNA16S) revelaram novas relagdes evolutivas, permitindo a
divisdo em cincos reinos (WOESE et al., 1990).

Desde a década de 1970 a analise do DNA mitocondrial (DNAmt) tem se estabelecido
como uma poderosa ferramenta para estudos evolutivos em animais. O genoma mitocondrial
dos animais é constituido por uma molécula de DNA circular pequena, com contetdo génico
conservado (apenas 37 genes), taxa de substituicdo rapida, e ndo possui DNA repetitivo,
transposons, intros ou pseudogenes (MORITZ et al, 1987). A combinacdo dessas
caracteristicas faz com que o DNAmt seja amplamente utilizado em estudos de caracterizacdo
de populacdes, subespécies e espécies, além de estudos de carater evolutivo e filogenético
(MORITZ et al., 1987; HARRISON, 1989; AMORIM, 1997; OKUMUS e CIFTCI 2003).

A amplificacdo do DNA e sequenciamento automatico durante a década de 80 levou
ao desenvolvimento de varias classes de marcadores de DNA (OKUMUS e CIFTCI 2003). O
uso de marcadores moleculares possibilita a avaliacdo da variabilidade genética existente

dentro e entre espécies distintas (BERED et al., 1997). Estas analises podem ser direcionadas
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para inferéncias filogenéticas, determinacdo de estruturas populacionais, identificacdo de
linhagens, determinacdo da variacdo genética e na caracterizacdo e identificacdo de espécies,
ou seja, na taxonomia (OKUMUS e CIFTCI 2003; LIU e CORDES, 2004). Dentre os varios
marcadores moleculares o DNA mitocondrial é o mais utilizado, por ter sequéncias de DNA
altamente conservadas dentro da espécie e variada entre espécies e por ja existirem varios
primers universais (OKUMUS e CIFTCI 2003). Estes marcadores moleculares tém ajudado a
decifrar arvores filogenéticas, como no caso de aves e peixes, onde foram revelados novos
rearranjos taxondmicos (HACKETT et al., 2008; JAVONILLO et al., 2009).

Tautz et al. (2003) propdem que o DNA assuma um papel central na taxonomia, como
principal caracteristica para diferenciar as espécies. Logo em seguida foi desenvolvido
Molecular Operational Taxonomic Units (MOTU) para agrupar tdxons morfologicamente
cripticos usando similaridade genética, sendo definido geneticamente em uma unidade
taxondmica (BLAXTER et al., 2004). O MOTU Agrupa sequéncias que diferem por um
nimero maximo de bases em uma regido de 500 pares de bases do RNAr 18S (BLAXTER et
al., 2004; VOGLER e MONAGHAN, 2007).

Godfray (2002) sugere uma nova taxonomia, mas sem descartar os conhecimentos
adquiridos nesses 259 anos de Taxonomia Classica. Denominada como Taxonomia Unitéaria,
ela junta todos os dados descritos da espécie como: as primeiras descricdes da espécie,
genoma, proteinas conhecidas, aspectos biologicos, ecoldgicos e fotos. Todos estes dados
estariam disponiveis na internet para serem discutidos entre os taxonomistas, a disposicdo dos
pesquisadores e ao publico leigo. Bisby et al. (2002) cita alguns sites que comecaram a
organizar dados taxonémicos: Species 2000 ( http://www.sp2000.0rg ), o Sistema Integrado
de Informacdo Taxondmica ( http://www.itis.usda.gov), Iniciativa Global de Taxonomia
(GTI) da Convencao sobre Diversidade Bioldgica (http://www.biodiv.org/decisions em
COP6/V8) e 0 Global Biodiversity Information Facility (GBIF; http://www.gbif.org).

Em 2006 foi criado o consorcio EDIT (European Distributed Institute of Taxonomy),
gue tem como objetivos: 1) unir todas as informagBes taxondmicas das espécies em um Unico
banco de dados e 2) Gerar profissionais na area de taxonomia. O EDIT segue a base da
taxonomia unitaria onde os dados das espécies estdo disponiveis em rede, mas no momento

somente as instituicdes Européias estdo no consorcio, o que limita o nimero de espécies.

Dayrat (2005) ressalta que um sistema de identificacdo baseado em DNA sé funciona

se todas as espécies ja descritas tenham sua sequéncia no banco de dados, caso isso ndo
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ocorra tem-se um banco de dados incompleto, dando ao usuério a iluséo de estar descrevendo

uma nova espécie, contudo trata-se apenas de uma sequéncia de espécie ndo cadastrada.

Assim, a taxonomia moderna enfrenta dois grandes desafios. Primeiro, o desafio
qualitativo que implica em chegar a um consenso cientifico sobre a categoria base em torno
do qual a taxonomia é construida - as espécies e, assim, melhorar a delimitacdo das espécies.
O segundo, um desafio quantitativo, o grande nimero de espécies na terra que exigem
descoberta e descricdo (PADIAL et al., 2010). Com isso uma abordagem integrativa a
taxonomia é necessaria, visto que a biologia de espécies é complexa e assim devemos estudar
espécies a partir de perspectivas mualtiplas e complementares (DAYRAT, 2005; PADIAL et
al., 2010). A taxonomia do DNA (DNA taxonomy) utiliza o DNA como referéncia
taxondmica, ou seja, mais uma caracteristica de separacdo na analise de identificacdo das
espécies (TAUTZ et al., 2003). Alem disso, o nosso nivel de confianca na identificacdo de
espécies suportadas por diferentes tipos de dados é muito maior do que para as espécies
apoiadas por apenas um tipo (DAYRAT, 2005; PADIAL at al., 2010).

Entretanto, com a recente inclusdo da técnica molecular para identificacdo de espécies,
algumas questdes permanecem em discussdo como, por exemplo: como fazer amostragem
completa de um grupo de espécies? Em que escala geogréafica devem ser feitas as analises?
Qual gene e nameros de locos a serem usados? Qual o limite e conceito de espéecie a ser
usado? Que niveis de incongruéncia entre morfologico e genético séo validos? (VOGLER e
MONAGHAN 2007).

2.3 Codigo de Barra de DNA

Em maio de 2004 foi estabelecido o consércio CBOL (Consortium for the Barcode of
Life) com apoio financeiro da Fundacdo Alfred P. Sloan. Esse consorcio envolve a
colaboracdo internacional de museus, herbarios, colecdes bioldgicas e especialistas em
genbmica, taxonomia, eletrdnica e computacdo. Inclui mais de 120 organizac6es de 45 nacdes
(RATNASINGHAM e HEBERT 2007). O objetivo do CBOL é acelerar a compilacdo dos
cddigos de barras de DNA das espécies de animais e plantas, estabelecendo assim um banco
publico de sequéncias correlacionadas a espécimes (vouchers) e promover o desenvolvimento

de um equipamento portéatil para identificacdo por meio do codigode barras da vida.

Inicialmente, foi feito um banco de sequéncias do Codigode barra de DNA para varias

espécies existentes, denominado de BOLD (The Barcode of Life Data System), que é uma
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plataforma da bioinformatica que permite associar outros tipos de dados as amostras. Dentre
esses dados, destacam-se: |) fotos de espécimes; 1) Informacgdes de campo (ponto de coleta,
data da coleta, coletor, etc); I11) nimero de espécimes e instituicdo no qual esse material foi
depositado; V) dados taxondmicos e V) informacbes moleculares que foram utilizada no
deposito da sequéncia com eletroferogramas e primers. Para preencher esse banco de dados,
tém sido utilizadas preferencialmente amostras que foram identificadas por taxonomistas de
museus ou de outras instituicdes (RATNASINGHAM e HEBERT 2007). Vale ressaltar que
esses dados podem ser visualizados no site www.barcodeoflife.org tanto por cientistas quanto
para o publico leigo. Hoje, o BOLD tem mais de 5.000 usuarios registrados e armazena 0s
registros de cddigode barras de mais de 1 milhdo espécimes, representando aproximadamente
171.817 espécies. Ha 5.327 espécies de aves com sequencias de DNA, das quais 4.548
possuem codigode barras e somente 446 s&o do Brasil (BODSYSTEMS, 2013).

Segundo Herbet et al. (2003a) outros beneficios esperados com a utilizagdo de
Codigode barra de DNA s&o: a identificacdo de espécies cripticas, o descobrimento de novas
espécies, a identificacdo de formas juvenis e adultas de uma mesma espécie e a identificacéo
de espécies a partir de fragmentos de material biolégico provenientes de apreensdo ilegal ou
de acidentes de avido. A proposta é de que qualquer pessoa, em qualquer lugar, a qualquer
momento, seja apta a identificar rapidamente e com eficiéncia a espécie de um determinado
espécime ou um fragmento de material bioldgico independentemente da condicdo de
preservacdo (STOECKLE et al., 2005).

Herbert et al. (2003) avaliam o potencial do Citocromo C Oxidase 1 (COI) como uma
ferramenta para a taxonomia de espécies em diversos filos animais (Annelida, Chordata,
Echinodermata, Nematoda, Platelminto, Artropoda, Mollusca), apontando 96% de certeza na
identificacdo das espécies estudadas. O fragmento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |
(COI ou COX1) é constituido de 1000 pares de bases (pb), onde na media 650pb sdo

utilizados para identificacdo taxonémica.

Hebert et al. (2004b), estudando o uso de Codigode barra de DNA na identificacdo de
aves norte americanas, propdem que a diferenca genética interespecifica € 10 vezes maior do
que intraespecifica, de tal maneira que formaria claramente um gap, permitindo assinalar um
espécime desconhecido a sua espécie com uma taxa de erro insignificante, sendo este o
principal pressuposto para a eficiéncia do Codigode barra de DNA (HEBERT et al., 2004b;
RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).
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A escolha do citocromo oxidase | como codigode barras deve-se ao fato de sua taxa de
evolucdo molecular permitir distinguir espécies proximas e também grupos filogenéticos
dentro da mesma espécie (HEBERT, ET al., 2003a); e os iniciadores universais para este gene
estdo bem estabelecidos, permitindo a amplificagio do mesmo em quase todos os filos
animais (FOLMER ET al., 1994). O COI possui variabilidade semelhante a encontrada em
outros genes codificadores de proteina, os genes codificadores de proteina mitocondriais
contém maior variabilidade do que os genes ribossomais e, portanto, seriam melhores para
distinguir espécies proximas. Além disso, a comparacdo de sequéncias de genes codificadores
de proteinas é mais facil, pois elas geralmente ndo apresentam insercdes ou delecdes, que sdo
comuns em genes ribossomais. Dentre as razdes para utilizar o COl como codigode barras
estdo : 1) facil de ser sequenciado para varios taxons usando um nimero pequeno de primers;
I1) suas sequéncias sdo facilmente alinhadas para comparagdes e Ill) é informativo para
distinguir espécies geneticamente proximas de animais (varios invertebrados e vertebrados)
(STOECKLE et al., 2005). Além disso, o gene COI possui 15 sitios variaveis, 0 que permite
1bilh&o de diferentes combinac6es de bases, o suficiente para gerar padrdes de codigode barra
ao nivel de espécies (HEBERT et al., 2003).

O Barcode tem sido utilizado com sucesso na identificacdo de vertebrados (BARBER
e BOYCE, 2006; ORTIZ, 2010; HENRIQUES, 2010), invertebrados (KAMARUZZANAN et
al., 2011; VERSHININA e LUKHTANOQV, 2010), répteis (NARO-MACIEL ET AL, 2010) e
fungos (ROBIDEAU et al., 2011), com resolucdo acima de 90% de identificacdo. Também
pode ser Gtil como fonte de informacdo de carater, ou seja, como componente da descricao de
espécies e como prova potencial para uma maior atribuicdo taxonémica ou re-atribuicéo,
como por exemplo; o nivel de género ou familia (DeSALLE et al., 2005; GOLDSTEIN e
DeSALLE, 2010), conservacdo, manejo de pragas, forense e saude (RUBINOFF, 2006b;
CARVALHO et al., 2008; KOSMANN, 2009; DINCA et al 2011). A plataforma de dados do
barcode (BOLD) ja é utilizada para ajudar a descrever a diversidade de espécies onde
somente a morfologia é insuficiente (CHEN et al 2011; NARO-MACIEL et al, 2010).

O Barcode € um grande avanco, ndo apenas pela identificacdo, mas a utilizacdo
completa de trés inovagdes taxondmicas: 1) A molecularizagdo - o uso de um marcador
molecular como um discriminador; 2) informatizacdo - utilizacdo de suportes informaticos e
3) padronizacdo - 0 mesmo gene e metodologia para todo o organismo (CASIRAGHI et al.,
2010a). Sendo que hoje para plantas e fungos séo utilizados outros genes, mas com a mesma

metodologia.
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Por outro lado, h& controvérsias em utilizar apenas um gene para a identificacdo de
todos os organismos, sendo o principal argumento que um Unico fragmento possui uma
historia Unica, sujeita a retencdo de polimorfismos ancestrais (MORITZ e CICERO 2004;
MEYER e PAULAY 2005). Este fato faz com que espécies que divergiram recentemente em
alguns casos ainda compartilnem os mesmos hapl6tipos, o que torna dificil sua identificacéo
(BLAXTER 2004; MORITZ e CICERO 2004; HEBERT et al., 2009; LUKHTANOV et al.,
2009).

Espécies estreitamente relacionadas como espécies-irmas, hibridas, espécies que
divergiram recentemente e cripticas apresentam baixa divergéncia interespecifica podendo
ocorrer sobreposicdo das divergéncias (MORITZ e CICERO 2004; MEYER e PAULAY
2005; STOECKLE et al., 2005). Meyer e Paulay (2005) confirmam que a sobreposi¢do pode
gerar falsos positivos e negativos, indo contra o principal pressuposto para a efetividade do
Caodigode barra de DNA, de que as divergéncias intraespecificas sempre sejam menores que
as interespecificas (Fig.1) (HEBERT et al., 2004a; HEBERT et al., 2004b). Somente o
surgimento do gap ndo é garantia de uma nova espécie, podendo ser erroneamente
interpretado os tempos de divergéncia entre populagdes recentemente isoladas com linhagens
reprodutivamente isoladas (HICKERSON et al., 2006).

intraspecific/ interspecific/
[ coalescent O speciation
& barcoding
llgap"
<
A.
overlap
#
B.

genetic distance

Figura 1. Modelo do barcoding gap. (A) Distribuicfes intraespecificas e interespecificas ndo se

sobrepdem. (B) Sobreposicao dos niveis intraespecifica e interespecifica. (Fonte: MEYER E PAULAY 2005)
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Moritz e Cicero (2004) e Stoeckle et al. (2005) destacam que os maiores obstaculos
encontrados na completa aplicacdo do Cddigode barra de DNA sdo: a) grupos que possuem
baixa diversidade de sequéncias; b) espécies que divergiram recentemente; c) deteccdo de
espécies hibridas e os d) pseudogenes nucleares numts (Nuclear mitochondrial-like

sequences).

As cdpias de pseudogenes podem ser amplificadas por PCR junto com o DNAmt, este
fato prejudica a separacdo do DNA mitocondrial de numts, podendo levar a uma inferéncia
filogenética equivocada (THALMANN, et al., 2004; RUBINOFF e HOLLAND 2005). Como
as taxas de evolugdo sdo mais lentas no DNA nuclear do que no DNA mitocondrial, se as
sequéncias de Numts e de DNA mitocondrial forem utilizadas simultaneamente em analises
filogenéticas, relacbes errdneas podem ser propostas e espécies cripticas subestimadas
(MARTINS et al., 2007).

Hebert et al. (2009) defendem que a ndo resolucdo com barcode deve-se a problemas
taxonémicos na espécie, podendo ser espécies cripticas ou polimérficas, que pode sub ou
superestimar os dados, em alguns casos pode ser especiacdo recente, ou seja, cada caso deve
ser investigado individualmente. Por exemplo, 0 género de aves Sporophila (Aves) sofreu
diversificacdo recente, havendo compartilhamento de haplotipos, fazendo com que o barcode
ndo consiga diferenciar as espécies (KERR et al., 2009; CAMPAGNA et al., 2010)

2.4 Codigo de barra de DNA e Aves

A primeira pesquisa com Codigo de barra de DNA em aves foi realizada para testar
sua eficacia em discriminar espécies de vertebrados, esta escolha baseou-se em que as aves
constituem um dos maiores grupos e mais bem estudados da classe dos vertebrados
(HEBERT et al., 2004b). Neste trabalho foram avaliadas 260 espécies de aves Norte-
Americanas e todas as espécies apresentaram cddigode barras COI diferentes, sendo que 90%
das espécies apresentaram distancia interespecifica 10 vezes maior que a intraespecifica. Os
resultados identificaram quatro provaveis novas espécies de aves Norte-Americanas,
sugerindo que uma pesquisa global levard ao reconhecimento de muitas espécies de aves
adicionais (HEBERT et al., 2004b).

Hebert et al. (2004b) analisando aves Norte-Americanas destaca que as glaciacdes
recentes podem ter diminuido a variabilidade genética dentro das espécies através da reducao

das populagGes ou pode ter aumentado a variacdo entre espécies pela extin¢gdo de muitos
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taxons irmdos. Por outro lado, analisar as espécies que ocorrem nos tropicos é um desafio,
devido a maior diversidade genética intraespecifica, o que faz com que as analises precisem
ser taxonomicamente mais amplas e que haja necessidade de estender a area de estudo, além
das regides geograficas focais para garantir que potenciais taxons irmdos sejam avaliados,
podendo assim ser discriminados (MORITZ e CICERO 2004). Contudo, Lijtmaer et al.
(2011) ressalta que a maior variacdo intraespecifica nos trépicos levaria a um aumento de
espécies sinalizadas pelo Codigode barra de DNA, o que levaria a uma analise mais profunda
e, consequentemente, aumentaria a sua utilidade como ferramenta para a descoberta de

espécies novas, sem comprometer a sua eficiéncia para identificacdo das espécies.

Kerr, et al. (2007) fizeram uma andlise mais abrangente da avifauna da América do
Norte totalizando 643 espécies, representando 93% da avifauna dos EUA e Canada, o
trabalho mostra que 94% das espécies apresentaram grupos distintos de codigode barras de
DNA. Em 6% das espécies houve compartilhamento ou sobreposi¢cdo no codigode barras de
DNA que correspondem a pequenos conjuntos de espécies estreitamente relacionadas, a
maioria dos quais hibridizam regularmente. Apesar das restricdes, Kerr et al., (2007) afirmam

que o Codigode barra de DNA pode ser utilizado na identificacdo de diversos grupos de aves.

A primeira pesquisa realizada com aves tropicais utilizando Codigode barra de DNA,
foi com 16 espécies da Familia Thamnophilidae (VILACA et al., 2006). As divergéncias
obtidas entre espécies (4.8 a 15.6%), intraespecifica (max 1.1%) e as congenéricas (7.9 a
11.1%) foram maiores das observadas por HEBERT et al., (2004b), demonstrando que como
imaginado, as espécies de aves tropicais possuem maiores divergéncias dos que as Norte-
Americanas. Embora tenha sido um estudo preliminar, as sequéncias do gene COI
apresentaram potencial para ser usadas como “Cddigode barra de DNA” também em aves

tropicais, identificando com éxito as espécies de Thamnophilidae.

Tavares e Baker (2008) demonstraram que é possivel diferenciar espécies-irmas
utilizando barcode, onde 60 espécies-irméas de aves foram reconhecidas como reciprocamente
monofiléticas com um bootstrap de 55 a 100%. Contrariando as criticas, um codigode barras
de DNA Unico é uma forma rapida de descobrir linhagens monofiléticas dentro de uma
metapopulacdo que pode conter espécies cripticas desconhecidas. Os autores ressaltam que é
importante testar essas divisbes com varios genes independentes em uma abordagem
coalescente para prevenir a inferéncia de subdivisdo populacional devido a restricdo a

dispersdo do sexo feminino.
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Em 2009, Kerr e colaboradores compararam padrGes de diversidade genética da
avifauna Norte-Americana com a Neotropical utilizando o Cddigode barra de DNA. No total
foram analisadas 500 espécies de aves coletadas na Argentina, sendo este o primeiro estudo
com um grande nimero de aves Neotropicais. Os resultados demonstraram que 98,8% das
espécies foram identificadas corretamente, apenas nove espécies ndo foram identificadas,
destas seis pertencem ao sub-grupo de Sporophila, que sdo conhecidos por hibridizar e por
terem divergido recentemente, ou seja, ainda compartilham os mesmos haplétipos. A avifauna
da Argentina apresentou divergéncia intraespecifica de 3,3% mostrando divergéncias maiores
que o limite de 2,4% sugerido por Hebert et al. (2004b) e maiores dos que as Norte-
Americanas (2,7%). O mesmo ocorreu com a distancia entre as espécies congenérica na
América do Norte (4,3%) e na Argentina (6,2%). Apesar das divergéncias, as sequéncias de
COI do DNAmt comprovam a eficiéncia do cddigode barra de DNA para a identificacdo das
espécies em ambas as configuracbes, 94% das aves da América do Norte e 98% das aves

Argentina foram identificadas a um nivel de espécie.

No mesmo ano, Gongalves (2009) analisou o potencial do codigode barra de DNA em
228 espécies de aves Neotropicais coletadas no Brasil, e assumiu o valor minimo de 2% de
divergéncia interespecifica, que foi proposto por Herbert et al. (2004b). Utilizando este limite,
92,5% das espécies foram identificadas corretamente. Seus resultados também mostraram que
houve sobreposicdo dos valores de distancia intra e interespecifica. Dentro das amostras que
ndo puderam ser identificadas, 4,3% apresentaram alta diversidade intraespecifica e 3,2%
correspondem a pares de espécies com baixa divergéncia. A autora sugere algumas hipdteses:
a) alta diversidade intraespecifica pode indicar a existéncia de complexos de espécies
cripticas, principalmente pelo fato das amostras serem de regides diferentes do Brasil; b) as
espécies com baixa divergéncia podem ser consequéncia de diversos processos evolutivos,
como hibridacdo ou pouco tempo de divergéncia. Estando de acordo com as criticas de que o
Codigode barra de DNA ndo pode diferenciar espécies cripticas, hibridas e de baixa
divergéncia (MORITZ e CICERO, 2004; MEYER e PAULAY, 2005).

Tavares et al. (2011), pesquisando 561 aves neotropicais de diferentes paises (Brasil,
Guiana, Argentina, Chile e Mexico) identificaram que 93% das espécies apresentaram
sequéncias de codigode barra de DNA diferentes, podendo ser utilizadas para identificacdo.
Algumas espécies do género Trogon, demonstraram distancia interespecifica mais alta de 19 a
20%, indicando um indice mais elevado de evolucdo ou divergéncias antigas. Ao comparar

espécies de areas biogeograficas diferentes, 16 espécies de localidade de endemismo, ou
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ecorregides, apresentaram variagdo genética intra-especifica profunda (1,54 a 13.7%). Padrbes
comuns e divergentes das distancias genéticas observadas dentro e entre espécies
estreitamente relacionadas sugerem que multiplos processos geogréaficos moldaram a

distribuicdo dos taxons na regido Neotropical.

LIJTMAER et al. (2011) para testar as hipoteses de refugio e estabilidade climatica
sobre os padrGes de diversificacdo das espécies aviarias utilizou o banco de dados do
BOLDSYTEM de aves, totalizando: 50% da avifauna do Neotr6picos (Argentina), cerca de
52% de espécies do Paleartico e 93% do Neartico. As analises sugerem que as espécies de
aves da Argentina (15%) e no Paleartico (10%) sdo mais velhas do que no Neartico. Estima-se
que quase um terco das espécies-irmas apareceram apenas nos Ultimos 700.000 anos no
Pleistoceno médio a tardio no Neartico.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Gerar um banco de dados de sequéncias do cddigode barras de DNA relacionadas a
vouchers depositados na Colecdo de Aves do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia

(INPA) para verificar a correlacdo entre a diversidade genética e a taxonomia vigente.

3.2 Especificos

1- Obter as sequéncias do gene Citocromo oxidase 1 (COIl) do DNA mitocondrial de das
407 espécies e sub espécies de aves Amazonicas representadas na Colecdo de Aves do
INPA;

2- Testar se 0 banco de dados do Cddigode barra de DNA é capaz de identificar essas

espécies corretamente;

3- Verificar se ha uma boa correlacdo entre as distancias genéticas para COl e 0s géneros

atualmente reconhecidos;

4- Depositar os dados de sequenciamento de DNA obtidos e imagens dos vouchers

associados a cada sequéncia no banco de dados BOLD.
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Resumo

O Codigode barra de DNA, tem sido utilizado com sucesso na identificacdo da avifauna global com
mais de 90% de acerto. Banco de dados como o BOLD ¢é importante para fazer esta integracdo com os dados
genéticos, diante destes fatos, a presente pesquisa visa testar a eficacia do banco de dados do BOLD em
identificar espécies de aves da Amazobnia. Os resultados do presente trabalho demostraram que existe
sobreposicdo na distancia intergenérica e intragenérica correspondentes das aves amazonicas, é esperado um gap
entre as distancias intra e interespecifica para espécies, mas ainda néo esta definido se este gap se estende para as
distancias intragenérica e familia. As espécies apresentaram de 93,5% a 100% de confiabilidade, demonstrando
o poder resolutivo desta ferramenta taxonémica, podendo ser usado para a identificagdo molecular de aves da
Amazonia. Dentre as 407 espécies sequenciadas, 90 sdo sequéncias inéditas no BOLD.

1. INTRODUCAO

O Codigode barra de DNA ou “codigode barra de DNA” é um método que utiliza um
fragmento curto de DNA mitocondrial como padrdo para todas as espécies partindo do
principio de que cada espécie tem sua prépria sequéncia, ou seja, um conjunto Unico de pares
de bases (HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2003b; HEBERT et al., 2004a; BLAXTER
2004). Além disso, o padrdo de variacdo das sequéncias pode assinalar uma espécie nova e
espécies cripticas (HAJIBABAEI et al., 2007). A primeira pesquisa com DNA barcode em
aves revelou quatro provaveis novas espécies de aves Norte-Americanas, sugerindo que uma
pesquisa global levara ao reconhecimento de muitas espécies de aves adicionais (HEBERT et
al., 2004b). Desde entdo, o DNA barcode esta sendo utilizado com sucesso na identificacdo de
aves, com mais de 90% de acerto (HEBERT et al., 2004b; VILACA, et al., 2006; KERR et
al., 2007; GONCALVES, 2009; KERR et al., 2009; TAVARES, et al., 2011; LIJTMAER et
al. 2011). Além de diferenciar espécies irmas (TAVARES e BAKER, 2008) e o COI junto
com outros genes esta sendo utilizado para a filogenia de aves (ARBELA EZ-CORTES et al.,
2012).

O BOLD (The Barcode of Life Data System) integra dados morfolégicos, moleculares
e geograficos. Portanto, a Taxonomia Integrativa visa delimitar as unidades da diversidade da

vida a partir de perspectivas multiplas e complementares como a filogeografia comparativa,
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morfologia, genética de populacdes, ecologia, comportamento, desenvolvimento, etc.
(DAYTRAT, 2005). Banco de dados como o BOLD é importante para fazer esta integragdo
com os dados genéticos, como neste trabalho, e além de ser utilizado para ajudar a descrever a
diversidade de espécies onde somente a morfologia é insuficiente (CHEN et al 2011; NARO-
MACIEL et al., 2010).

Analisar geneticamente as espécies que ocorrem nos tropicos é um desafio, devido a
maior diversidade genética, o que faz com que as analises precisem ser taxonomicamente
mais amplas e ha necessidade de estender a area de estudo além das regibes geogréficas
focais, para garantir que potenciais tdxons irmdos sejam avaliados, podendo assim ser
discriminados (MORITZ e CICERO 2004). Contudo, Lijtmaer et al. (2011) ressaltam que a
maior variacao intraespecifica nos trépicos levaria a um aumento de espécies sinalizadas pelo
Codigode barra de DNA, o que acarretaria em uma analise mais profunda e,
consequentemente, aumentaria a sua utilidade como ferramenta para a descoberta de espécies
novas, sem comprometer a sua eficiéncia para identificacdo das espécies.

Apesar do grande numero de pesquisas com o Cddigode barra de DNA em aves
(HEBERT et al., 2004b; VILACA, et al., 2006; KERR et al., 2007; KERR et al., 2009;
TAVARES, et al., 2011; LIJTMAER et al. 2011), ainda existem poucas realizadas na
Amazonia (GONCALVES, 2009; TAVARES et al., 2011). Testes de desempenho do barcode
em diversos grupos biologicos tém mostrado diferengas marcantes no sucesso de
identificacdo, havendo necessidade de estudos com objetivo de testar o método em grupos
com taxonomia sélida (DINCA et al., 2011). Diante destes fatos, a presente pesquisa visa
testar a eficacia do banco de dados do BOLD em identificar espécies de aves da Amazonia

utilizando o gene Citocromo C Oxidase 1 (COI) como cédigo de barra de DNA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foi selecionada uma amostra por espécie da Colecdo de Tecidos do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia (INPA), totalizando 422 espécies de aves. Estdo representadas em
64 Familias, 236 Géneros e 19 Ordens (Tab. 1). Os individuos foram identificados no
momento da coleta através da analise morfologica pelos ornit6logos e 0s espécimes vouchers

estédo depositados na Colecdo de Aves do INPA. Os tecidos musculares estdo armazenados em
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alcool 100%. Para as anéalises intra e intergenéricas foram utilizados 78 géneros com mais de
uma amostra, totalizando 273 amostras. As amostras foram coletadas em 20 pontos da
Amazonia nos anos 2003 a 2011(Fig. 2).

Tabela 1. Tabela da representatividade de Ordens, Familias, Géneros e Especies de aves

amazonicas utilizadas para o presente trabalho.

Ordens Familia Género Espécies
Accipitriformes 2 2 2
Apodiformes 1 13 19
Caprimulgiformes 2 6 10
Charadriiformes 2 4 4
Columbiformes 1 3 3
Coraciiformes 2 3 5
Cuculiformes 1 3 3
Falconiformes 1 1 1
Galbuliformes 3 11 22
Galliformes 2 6 7
Gruiformes 3 3 4
Opisthocomiformes 1 1 1

Passeriformes 33 154 294

Pelecaniformes 1 2 2
Piciformes 4 12 23
Psittaciformes 1 7 9
Strigiformes 1 2 3
Tinamiformes 1 2 3
Trogoniformes 1 1 7

Total 63 236 422
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Figura 1. Mapa de distribuicdo dos pontos de coletas das amostras de tecido de aves da colecdo de aves do
INPA.

2.2. Extracdo e sequenciamento de DNA.

A extracdo foi feita com o kit do fabricante PROMEGA Wizard Genomic DNA. A
amplificacdo do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I (COIl) foi realizada por
reacdo da cadeia de LTyr (Direito) 5’-
TGTAAAAAGGWCTACAGCCTAACGC-3> e o COI908aH2-  5°-
GTRGCNGAYGTRAARTATGCTC-3’ (GONCALVES, 2009). Também foram utilizados os
primers Birds F1/F2 (HEBERT et al., 2004b) e M13 (IVANOVA et al., 2007) em 20uL de
reacdo com o0s seguintes reagentes: 3,8uL de H,O, 4 pL de tampdo (Flexi Buffer-5x Green
GoTaq), 2,0 uL do primer LTyr/ COI908aH2 (10mn); 4,0 pl de MgCL, (25mM), 2,0 pL de
DNTP (1pm), 0,2 uL de Tag DNA Polimerase (Invitrogen- 5U/ul). A amplificacdo foi

realizada com ciclos de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos (min.), no anelamento 36 ciclos a

polimerase (PCR) com o0s primers

reverso

94°C por 40 segundos (seg.), a 50°C por 40 seg., 72°C por 1 min., e na extensao a 72°C por 7
min. (TAVARES et al.,, 2011). A purificacdo do PCR foi realizada com PEG 8000 (20% NacCl
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2,5M). Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems) e os primers LTyr e o reverso COI908aH2 de acordo com
Platt et al (2007). As amostras foram sequenciadas no analisador automéatico de DNA ABI
3130xI DNA Analyzer (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante.

2.3. Analises das sequéncias de DNA

As sequéncias foram alinhadas nos programas BIOEDIT 7.0.9 (HALL, 1999) e
CLUSTALW (THOMPSON et al., 1996). Para a determinacdo dos grupos especificos, foi
utilizado o método de agrupamento de vizinhos Neighbour-joining (NJ) (SAITOU e NEI
1987) sob o modelo de distancia genética Kimura-2-parameter (K2P) (KIMURA, 1980)
utilizando o software MEGAS (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al.,
2011). A analise de confiabilidade de cada no foi realizado pelo método de bootstrap, 1000
réplicas (FELSENSTEIN, 1985). Foi feita a comparacdo das sequéncias nucleotidicas de
todas as espécies com as sequéncias do banco de dados do BOLD (The Barcode of Life Data

System), para verificar a identificacdo correta das espécies.

3. RESULTADOS

Das 422 amostras obtidas na Colecdo, havia efetivamente 407 espécies diferentes,
destas 297 foram identificadas corretamente com o BOLD (72.97%). Nenhuma sequéncia
apresentou numts e a maioria (407 espécies) ndo teve sequéncias repetidas com outras
espécies. Somente 13 espécies apresentaram sequéncias repetidas devido erros de
identificacdo, sendo que trés espécies foram identificadas com seu sindGnimo ou estavam com
a nomenclatura desatualizada sendo, portanto, contadas duas vezes.

Das 407 espécies identificadas 90 espécies ndo possuem sequéncias depositadas
(22.11%) e outras nove espécies ndo dispdbem de sequéncia publica (2.21%). Apenas 29
amostras apresentaram erros de identificacdo (6.87%), sendo 20 erros de identificacdo
taxonémica (Tab.2), seis foram trocas de identificacdo nas etiquetas de coleta (Tab. 3) e duas
espécies apresentaram erros de identificacdo no banco de dados do BOLD.

O tamanho das sequéncias foi de 650pb, a composicdo media das bases nitrogenadas da
regido do Cdodigode barra de DNA de aves apresentou Citosina com a maior média (31.8%)
(Fig. 2). O gene COI apresentou media de transicdo e transversd das sequencias foram de
1,4% (59,00/52,00) com 275 sitios polimorficos e 516 mutagdes.
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| Média

média das bases nitrogenadas da regido do Cddigode barra de DNA de aves

A porcentagem de identificagdo da espécie no BOLD variou de 93.57% a 100% de

similaridade de sequéncias. As espécies que apresentaram erros de identificacdo foram

reidentificadas através da analise dos vouchers depositados na Cole¢do de Aves/INPA. Assim

os erros foram classificados em trés tipos: 1) erro de identificacdo taxonémica (equivoco na

identificacdo dos espécimes na Colecdo de Tecidos e ndo nas sequéncias obtidas), 1) troca de

identificacdo nas etiquetas no momento de coleta dos tecidos e 111) erro de identificacdo do

BOLD.

Tabela 2. Lista de espécies de aves amostradas na Amazlnia que apresentaram

erro de identificacdo taxonémica e a identificacdo obtida de acordo com a porcentagem de

similaridade das sequéncias de COIl no BOLD (The Barcode of Life Data System).

NP do Tecido Identificacdo em campo Espécie identificada pelo BOLD % de similaridade
A 1800 Caprimulgus maculicaudus Caprimulgus cayennensis 99.69
A 2216 Sporophila castaneiventris Sporophila minuta 99
A 2408 Deconychura longicauda Deconychura stictolaema 100
A 3208 Xiphorhynchus obsoletus Xiphorhynchus elegans 98

A 984 Hylophilus semicinereus Hylophilus pectoralis 93.06
A 2086 Chlorestes notata Hylocharis cyanus 99
A 2304 Xiphorhynchus pardalotus Xiphorhynchus obsoletus 100
A 2500 Thamnophilus stictocephalus Thamnophilus amazonicus 100
A 2504 Elaenia chiriquensis Elaenia parvirostris 99.85
A 1661 Percnostola minor Myrmoborus myotherinus 97.64
A 3184 Thamnomanes saturninus Glyphoryncus spirurus 94.99

A 961 Lathrotriccus euleri Cnemotriccus fuscatus 99.7
A 2377 Philydor ruficaudatum Automolus ochrolaemus 99.67
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A 2180 Cranioleuca vulpina Synallaxis gujanensis 100

A 167 Philydor ruficaudatus Philydor erythrocercum 98.6
A 1155 Catharus ustulatus Catharus minimus 99.85
A 2190 Rhynchocyclus olivaceus Tolmomyias sulphurescen 100

A 691 Hemitriccus minor pallens Lophotriccus galeatus 96.46
A 1842 Atalotriccus pilaris Hemitriccus margaritaceiventer 98.53
A 5349 Tachyphonus coronatus Tachyphonus cristatus

Paras espécies que apresentaram o erro do tipo Il, foram refeitos da extracdo ao
sequenciamento do DNA confirmando o erro (Tab.3). Em seguida foi feita a reidentificacdo
do voucher das amostras confirmando que a identificacdo em campo estava correta e que

houve uma troca na identificacdo dos tubos de tecidos.

Tabela 3. Lista de espécies de aves amostradas na AmazoOnia que apresentaram
trocas de identificacdo nas etiquetas do tubo de tecido e identificagdo obtida de acordo com a
porcentagem de similaridade das sequéncias de COl no BOLD (The Barcode of Life Data
System) (erro tipo II).

NP do Tecido Identificacdo em campo Espécie identificada pelo BOLD % de similaridade

A 2812 Mionectes oleagineus Myrmotherula surinamensis 99.84

A 404 Phaeomyias murina Pteroglossus viridis 99.7

A 134 Psophia crepitans Alopochelidon fucata 91.98

A 3086 Myiarchus tuberculifer Cercomacra sp. 100
Cercomacra laeta 99.85

A 5201 Ramphocaenus melanurus Cercomacra laeta 9.36

A 633 Euphonia plumbea Glyphorynchus spirurus 98.92

As espécies que apresentaram erros do tipo | e Il, apés a analise da Arvore de
Neighbor-joining ficaram distribuidas na familia correta ou em ramos separados da familia,
como por exemplo, as amostras com trocas de identificacdo de tubos de tecidos em campo
(Tipo 11)(A404; A1689 e A3086) que foram identificadas como espécies da familia

Tyrannidae ficaram em ramos separados da familia referida (Fig. 3).



37

a4 A1393_Conopias parvus —

18 ,: A1881_Mymotherula_chemei
AB68_Tyrannus_alb ogularis

9 —m: A2552_Tyrannus melancholicus

A1463_FPyrocephalus rubinus

A1874_Tyrannopsis_sulphurea

A2327_Myiozetetes granadensis

A2521_Myiodynastes maculatus

A1863_Pitangus sulphuratus

?| A2530_Sublegatus obscurior

A0356_Ramphotrigon megacephalum

100 A172_Attila phoenicurus
e B A039_AHila bolivianus

2 L AT782_Attila spadiceus_M13

A1004_Attila cinnamomeus

om—— A2212_Myiarchus ferox I .
L A05¢ Aircies swsieeod Tyrannidae

7 A2868_Rhytiptema simplex

&1 % A3286_Rhytiptema imunda
A298_Ochthomis littoralis
A1432_Contopus virens
A1466_Cnemotriccus duidae
100 A3085_Cnemotriccus fuscatus

4ICOE AS61_Lathrotnccus_eulen
A2211_Capsiempis flaveola
AS582_Myopagis_viridicata

wo———— A1813_Elsenia_fiavogaster
L 42504 Elsenia chiriquensis

kX A3253_Elsenia_nuficeps

a6 | A3087_Elsenia cristata

A1412_Ramphotrigon fuscicauda

_5-1| A2851_Ramphotrigon nficauda ——

3]

A404_Fhasompas munna
] A1689_Conapias trivirgatus

9 A3086_Myiarchus tuberculifer

+ + + t t |
0.10 008 0.08 004 0. 0.00

Figura 3. Arvore de Neighbour-joining da Familia Tyrannidae com valores de bootstrap, no ramo

em destaque as espécies com trocas de identificacdo em campo que ficaram fora do clado da familia.

Nas arvores de NJ a maiorias das amostras pertencentes a mesma familia ficaram no
mesmo clado, com excecdo de algumas espécies que apesar de estarem corretas ficaram em
ramos separados. As espécies pertencem as familias Thraupidae, Icteridae, Polioptilidae,
Hirundinidae, Rhynchocyclidae, Tyrannidae (Fig. 4). Oito géneros ndo apresentaram
monofilia Tachyphonus, Basileuterus, Myrmeciza, Myrmotherula, Cercomacra, Hypocnemis,
Hemitriccus e Sporophila (Fig. 1 Arvore em anexo). O género Dolospingus possui somente
uma espécie (Dolospingus fringiloides) que ficou no clado das Sporophila (Fig. 1 Arvore em

anexo).
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A Familia Rhynchocyclidae apresentou trés espécies identificadas com erro
taxonémico. O erro foi identificado quando as sequéncias foram comparadas com as do
BOLD e depois confirmadas com o voucher. As amostras A691, Al842 e A2190,
identificadas previamente como Hemitriccus minor pallens, Atalotriccus pilaris e
Rhynchocyclus olivaceus respectivamente, aplicando as técnicas de identificacdo BOLD e
arvore NJ ficaram nos ramos e correspondem respectivamente a Lophotriccus galeatus,
Hemitriccus margaritaceiventer e Tolmomyias sulphurescens e suporte com alto valor de
bootstrap (Fig. 5; tab. 2).

E A691_Hemitriccus_minor_pallens I BOLD - Lophotriccus galeatus
A2153_Lophotriccus galeatus
A2821_Hemitriccus minor
o 100 [ A119_Hemitriccus minor subsp
A166_Hemitriccus zoosterops griseipectus
{ A2029_Hemitriccus zosterops

A275_Hemitriccus senex
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Figura 5. Arvore de Neighbour-joining com o valor de bootstrap da Familia Rhynchocyclidae, em

destaque as espécies de aves identificacio diferente do BOLD (The Barcode of Life Data System).

Os erros de identificacdo do BOLD ocorreram pela identificacdo de duas ou mais
espécies para uma Unica sequéncia de DNA. A sequéncia A1022- Columbina passerina
apresentou 100% de similaridade com duas espécies (C. passerina e Heliomaster longirostris)
de ordens e Familia diferentes. A sequéncia A1155- identificada no campo como Catharus
ustulatus foi tombada na Colecéo de Tecidos do INPA como Catharus minimus e pelo BOLD
apresentou trés identificacdes com similaridade parecida de espécies do mesmo género C.
minimus (99, 85%), C. bicknelli e C. guttatus (ambas com 99,84%). Sendo confirmada com

vouchers que a amostra € Catharus minimus.
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As espécies que ndo possuem sequéncias depositadas foram utilizadas para analisar a
confiabilidade de o banco de dados do BOLD. Foram feitos duas anélises: 1) verificacdo da
correspondéncia entre a identificacdo do banco de dados da Colecdo de Tecidos com a
categoria espécie-especifica do BOLD, e Il) verificacdo da correspondéncia entre a
identificacdo do banco de dados da Colecéo de Tecidos com a categoria geral do BOLD (que
inclui todas as amostras, sequéncias com menores de que 500pb e amostra identificada até o
nivel de género).

Na primeira analise o banco de dados do BOLD foi aprovado com éxito (100% de
confiabilidade) devido nédo ter identificado outra espécie presente no banco de dados. Na
segunda andlise, nove espécies ndo foram identificadas até o nivel de género corretamente,
mas identificadas corretamente até a familia. Destas, quatro amostras sdao dos géneros
identificados morfologicamente como Harpia, Liosceles, Odontorchilus e Opisthocomus, que
ndo possuem espécies depositadas, e cinco amostras dos géneros Herpsilochmus, Nyctibius
(duas amostras), Pharomachrus e Pygiptila que possuem poucas espécies depositadas para
comparagéo.

A média das distancias intergenérica e intragenérica foram 19% e 7% respectivamente
(Fig.6). No grafico de distribuicdo das distancias intergenérica e intragenérica podem ser

observadas a sobreposicdo das distancias de 9 a 17%, com excecdo de 6 e 20% e a falta de

gap.
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4. DISCUSSAO

O banco de Cddigode barra de DNA gerado neste trabalho € uma das poucas
iniciativas brasileiras para identificacdo molecular de aves depositadas em colecdo cientifica.
Este banco pode ser utilizado no futuro como fonte de identificagdo de amostras sem
referencial de vouchers ou com origem desconhecida que forem tombados no INPA. O
tamanho das sequencias (650pb) esta de acordo com a proposta de Hebert et al. (2003a) para
identificacdo de espécies. A composicdao média das bases nitrogenadas esta similar com as
encontradas em aves neotropicais (GONCALVES, 2009).

Na validacdo do Codigode barra de DNA como ferramenta taxondmica para
identificacdo de espécies de aves da Amazonia, obtivemos 72.9% de espécies identificadas
corretamente, representando 24,4% da avifauna da Amazonia Brasileira (correspondente a
1.217 espécies) (CBRO 2011). As poucas pesquisas realizadas com aves neotropicais,
incluindo amostras da Amazénia com sequéncias depositadas no BOLD, alcangaram cerca de
90% de espécies identificadas corretamente (TAVARES e BAKER, 2008; GONCALVES,
2009).

Dentre as 407 especies estudadas, 90 sdo sequéncias inéditas no BOLD. O sistema de
identificacdo baseado em DNA so funciona se todas as espécies ja descritas tiverem suas
sequéncias no banco de dados (DAYRAT, 2005) e esta pesquisa visa tambem a
complementacédo deste banco de sequéncias de aves amazonicas.

Utilizamos espécies que ndo tinham sequéncia depositada no BOLD para testar a
confiabilidade do banco. Na categoria de identificacdo ao nivel de espécie, 0 BOLD indicou
como incapaz de combinar a sequéncia com o banco de dados existente, ou seja, ndo indicou a
sequéncia de DNA de outra espécie presente no banco de dados, sendo confidvel para
identificacdo neste nivel. Stoeckle e Kerr (2012) confirmam qualidade do banco de dados de
aves, e afirma que os erros de sequenciamento de DNA encontrado ndo afeta a precisdo de
identificacdo da espécie pelo BOLD. Ja para identificacdo ao nivel de género o BOLD foi
capaz de identificar corretamente em 91% dos casos. O mesmo ocorre em insetos, mesmo se
a espécie comparada nao tiver no banco de dados, o BOLD atribui corretamente ao nivel de
género (WILSON, et al., 2011).

O Codigode barra de DNA interage entre a Taxonomia Classica e Molecular para uma
identificacdo precisa das espécies, comparando o resultado das sequéncias aos vouchers no

caso de sequéncias dubias (cerca de 7% neste trabalho) demonstrando a valorizacdo das
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colecbes e museus (HEBERT et al., 2003a; 2003b; RATNASINGHAM e HEBERT, 2007),
além da importancia da Taxonomia Integrativa.

Alguns dos beneficios esperados com a utilizacdo do Cddigo de barra de DNA séo a
identificacdo de espécies morfologicamente parecidas, a identificacdo de formas juvenis e
adultas de uma mesma espécie (HEBERT et al., 2003a; 2003b; 2004a; 2004b). Em aves,
mostramos que as espécies identificadas erroneamente em campo por terem duas ou mais
espécies morfologicamente parecidas, sdo de fato do mesmo género ou pelo menos da mesma
familia, mas apenas com o Cédigode barra de DNA foi possivel corrigir a identificacdo. Outro
problema na identificacdo morfoldgica de aves estd na dificuldade de identificar individuos
jovens demais que ndo possuem ainda plumagem definitiva. Este foi o caso da amostra
A2500, onde um individuo jovem foi confundido em campo e tombado como Thamnophilus
stictocephalus, e depois de comparar sua sequéncia no banco de dados do BOLD observamos
que na realidade trata-se de T. amazonicus. Apesar das espécies identificadas erradas em
campo terem sido revisadas no momento do tombamento, T.amazonicus permaneceu como T.
stictocephalus.

Outra justificativa para utilizar o Codigode barra de DNA na identificacdo de espécies
de aves pode ser exemplificada através da familia Rhynchocyclidae, que apresenta espécies
com sutis diferencas morfoldgicas. As espécies Lophotriccus galeatus, Hemitriccus
margaritaceiventer e Tolmomyias sulphurescens, equivocadamente identificadas, séo
consideradas evolutivamente jovens (TELLO e BATES 2007), portanto possuem baixa
divergéncia genética (MEYER e PAULAY 2005) e ainda ndo acumularam diferencas
morfologicas suficientes para serem identificadas com precisdo apenas com esses caracteres
(ALEIXO, 2007).

Em relacdo aos oito géneros que na presente pesquisa demonstraram ndo serem
monofiléticos, diferentes processos podem causar compartilhamento de haplotipos e a falta de
monofilia, como téxons erroneamente divididos, separacdo de linhagens incompleta e
hibridizacdo (FUNK e OMLAND, 2003; CAMPAGNA et al., 2010). Separacao de linhagens
incompleta é mais comum em aves que ndo apresentam monofilia, isto ocorre quando taxons
que divergiram recentemente ainda ndo tiveram diferencas acumuladas nos locos analisados
(FUNK e OMLAND, 2003). A monofilia s6 ocorre quando a taxa estd reprodutivamente
isolada por longos periodos, antes disso, ocorre processo evolutivo de polifilia, parafilia e por
altimo a monofilia (ALEIXO, 2007). Estudos estatisticos mostram que o0s testes de monofilia
precisam ser revistos uma vez que podem ser altamente tendenciosos (DeSALLE et al., 2005;
ROSENBERG, 2007).
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Géneros estudados neste trabalho, como por exemplo, Hemitricus e Lophotriccus
demonstraram ser ndo monofiléticos em outras pesquisas com os genes ND2, Citocromo B e
FIB7 (COHN- HAFT, 2000; TELLO e BATES 2007). Também ndo ha monofiletismo do
género Sporophila em analises de COI devido ao compartilhamento de haplétipos, e assim o
barcode ndo consegue diferenciar pelo menos seis espécies do género (KERR et al., 2009;
CAMPAGNA et al., 2010). Também foi confirmado o compartilhamento de um ancestral
comum entre 0s géneros Sporophila, Oryzoborus e Dolospingus, diante desse fato foi
sugerida a unificacdo dos géneros (ROBBINS et al., 2005). Os ndo monofiléticos também
podem ser decorrentes de amostragem insuficiente (FUNK e OMLAND, 2003). Portanto,
uma amostragem apropriada é essencial para o desenvolvimento de estudos filogenéticos
(AMORIM, 1997; FUNK e OMLAND, 2003,) e alguns autores (MEYER e PAULAY, 2005;
GOLDSTEIN e DeSALLE 2010) defendem que para analise com Cddigode barra de DNA o
conceito de monefilismo ndo é apropriado, ja que néo reflete a filogenia.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que existe sobreposicéo na distancia
intergenérica e intragenérica correspondentes das aves amazonicas, é esperado um gap entre
as distancias intra e interespecifica para espécies (HEBERT et al., 2004b), mas ainda nao esta
definido se este gap se estende para as distancias intragenérica e familia. Ja foi observado
sobreposicdo no nivel de espécies para aves neotropicais (1 a 17%) (GONCALVES, 2009).
Nesta pesquisa as distancias intragenéricas sdo maiores do que Hebert et al. (2003a) para
aves norte-americanas (0 a 17%), Vilaca et al. (2006) com a Familia Thamnophilidae (7.9 a
11.1%) e similares as distancias intraespecifica (1 a 25%) de aves neotropicais de Gongalves
(2009). Ambos os trabalhos haviam uma amostragem maior de individuos por espécie (2-5),
sendo mais apropriado para uma melhor visualizacdo da variacdo das distancia (MEYER e
PAULAY, 2005; DeSALLE et al., 2005; HAJIBABAEI et al., 2007) e um melhor
agrupamento das espécies em suas respetivas familias na arvore de Neighbor-joining
(GOLDSTEIN e DeSALLE, 2010).

Os dados publicados com a técnica barcode na identificacdo de espécie utilizando o
BOLD s6 podem ser aceitos se a similaridade for maior que 97% (RATNASINGHAM e
HEBERT 2007). Na presente pesquisa as espécies foram identificadas corretamente com
similaridade a partir de 93,57%. Os trépicos possuem uma maior biodiversidade genética
gerando uma maior variabilidade intraespecifica, 0 que faz com que as analises precisem ser
taxonomicamente mais amplas e que haja necessidade de estender a area de estudo, aléem das
regibes geogréaficas focais, para garantir que potenciais taxons irmdos sejam avaliados,
podendo assim ser discriminados (MORITZ e CICERO 2004).
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O BOLD wusa o sistema “Hidden-Markov Model” baseado em um modelo
probabilistico para alinhar sequéncias parecidas em um grande banco de dados (EDDY, 1998
RATNASINGHAM e HEBERT 2007). A similaridade das sequéncias limitada a diagnose de
espécies que divergiram recentemente (TAUTZ et al., 2003; VOGLER e MONAGHAN
2007). Este pode ser o caso de Catharus bicknelli, que era uma subespécie de C. minimus e
foi elevada a espécie devido as diferencas morfoldgicas, de vocalizagdo, ecoldgicas e
genéticas (OUELLET, 1993). Mais tarde a analise genética completa do género mostrou que
C.minimus é espécie irma de C. fuscescens e que C. bicknelli compartilha um ancestral
comum com as espécies irmas (OUTLAW et al., 2003). Neste caso, 0 BOLD ao comparar a
sequéncia indicou que poderia ser qualquer uma das trés espécies. Podeendo também haver
um engano na identificacdo da espécie com a sequéncia depositada no BOLD usada para fazer
as comparacoes, e ndo pela limitagdo da similaridade, como por exemplo, na amostra A1022
que teve duas identificagcdes com similaridade idéntica no BOLD, uma correta Columbina

passerina e outra errada Heliomaster longirostris.

Apesar das limitagdes encontradas, o Cddigode barra de DNA foi uma ferramenta
taxonémica capaz de identificar espécies de aves da Amazbnia com confiabilidade. As
informacGes deste trabalho serdo Uteis para aperfeicoar o banco de dados do BOLD,
aumentando ainda mais a confiabilidade do Cdédigode barra de DNA para as aves da
Amazonia. Por ultimo, o Cddigode barra de DNA nédo deve ser utilizado como ferramenta
Unica para identificacdo de espécies, mas ainda ¢ valida e precisa (RUBINOFF e HOLLAND
2005), e parte da Taxonomia Integrativa (DeSALLE et al., 2005; HAJIBABAEI, et al., 2007,
VOGLER e MONAGHAN 2007; GOLDSTEIN e DeSALLE 2010).

A partir dos dados obtidos com o Barcode foi possivel interligar as duas colecdes
(Tecidos e Zooldgica) (Fig.7). As sequéncias de DNA tiveram éxito no teste de identificacdo

de espécies de Hebert et al. (2003a), ndo havendo sequéncias idénticas em duas espécies.

Colecdode Aves

/ \

Coleta Barcode | —> | Dadosintegrados:

Dadosde coleta
\ / Dadosgeograficos
Numero do voucher

Colegaode tecidos DNA- Codigo de barra

Figura 7. Fluxograma de ligagdo entre colecBes zooldgicas e colecdes de tecido através do método

barcode.
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Quando um pesquisador deseja analisar geneticamente uma espécie, ele procura as
colecdes de tecidos para verificar a disponibilidade de tecidos da espécie, caso haja a espécie
desejada e a colecdo apresentar erros taxondmicos podera induzir a uma pesquisa equivocada.
De tal forma a presente pesquisa sugere a utilizagio do DNA barcode para integrar as
colecdes de tecidos e zooldgicos, formando um inventéario online na instituicdo que possua

ambas as colecgdes.

5. CONCLUSAO

Obtivemos as sequencias de DNA das 422 amostras de tecidos de aves coletadas na
Amazonia brasileira. O Codigode barra de DNA diferenciou espécies biologicamente juvenis,
morfologicamente parecidas e espécies evolutivamente jovens; e forneceu a identificagdo
molecular de 407 espécies depositadas no Banco de Tecidos da Colecdo de Aves do INPA até
2011.

Como ferramenta taxondmica, o barcode pode ser usado para a identificacdo
molecular de aves da Amazonia. Apesar da falta de sequéncias amazénicas no banco de dados
do BOLD, as espécies estudadas neste trabalho apresentaram de 93,5% a 100% de
confiabilidade, demonstrando o poder resolutivo desta ferramenta. Nos casos necessarios, a
integracdo dos dados moleculares com o0s vouchers associados solucionou os problemas de
identificacdo encontrados.

A utilizacdo da arvore de Neighbor-joining e 0 uso do critério monofilético para o
barcode ainda gera muita discussdo e duvidas entre os pesquisadores, necessitando assim de
novas idéias para aperfeicoar a metodologia.

A regido neotropical possui a maior biodiversidade de aves do planeta, sendo que no
Brasil concentra-se aproximadamente 1.763 espécies, destas no banco de dados do BOLD ha
somente sequéncias de 446 espécies. Este trabalho esta acrescentando sequéncias de 90

espécies.
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