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ABSTRACT. The barcodes initiative for birds and how Brazil can participate. The proposal of using a single and short DNA sequence to identify

avian taxa (barcodes of life) is under debate. In the present paper I present some information about this theme wishing to broaden the discussion around

it. Should or should not Brazil participate in the consortium?
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RESUMO. A proposta de uso de uma unica e curta seqiiéncia de DNA para identificar taxons (denominada como codigo de barras da vida) esta sendo

alvo de debates. No presente texto apresento algumas informagdes sobre o tema buscando ampliar as discussdes. Afinal, devemos ou ndo participar

do consorcio internacional?
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Em 2003 Paul Hebert e colaboradores publicaram um artigo
que sugeria que seqiiéncias do gene mitocondrial da citocro-
mo c oxidase I (COI) seriam capazes de identificar correta-
mente filos, ordens e espécies de animais. Esses pesquisado-
res utilizaram seqiiéncias disponiveis em um banco de dados
(GenBank) e produziram outras seqiiéncias para montar trés
matrizes de dados: 1) com representantes dos sete maiores
filos de animais (100 seqiiéncias de Annelida, Chordata,
Echinodermata, Nematoda, Platyhelmintes, Arthropoda e
Mollusca), 2) com representantes de oito ordens de insetos
(100 seqiiéncias de Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Le-
pidoptera, Blatttaria, Ephemeroptera, Orthoptera ¢ Plecop-
tera) e 3) com representantes de 200 espécies proximas de
lepidopteros (das superfamilias Geometroidea, Nocturoidea
e Sphingoidea). Filogenias foram reconstruidas por Neigh-
bor-joining utilizando essas matrizes de dados. Seqiiéncias
de taxons adicionais foram obtidas para testar se elas seriam
corretamente atribuidas ao tdxon de origem quando incluidas
nessas reconstrugdes. Os resultados obtidos mostraram que
96,4%, 100% e 100% das seqiiéncias testadas foram correta-
mente atribuidas ao filo, a ordem e a espécie, respectivamen-
te. Assim, os autores sugerem que seria possivel desenvolver
um banco de dados para as 10 milhdes de espécies animais
para constituir a base de um sistema de identificagdo global
(Hebert et al. 2003a). Ainda no mesmo ano, outro trabalho
liderado por Hebert foi publicado sugerindo que, baseado em
seqiiéncias do COI seria possivel discriminar espécies pro-
ximas. Nesse artigo foram analisados pares de espécies per-
tencentes ao mesmo género, num total de 2238 espécies de
animais. Os resultados mostraram que mais de 98% dos pares
de espécies apresentam divergéncia maior do que 2%, com
exce¢do de cnidarios (Hebert ef al. 2003b). Assim, foi pro-

posta a constru¢do de um banco de seqiiéncias de um grande
numero de organismos tendo o COI como gene de referéncia,
ou seja, a seqiiéncia do COI seria usada como um codigo de
barras (barcode) especifico para cada espécie. Isso permitiria
atribuir individuos desconhecidos a espécies e facilitar a des-
coberta de novas espécies (Hebert et al. 2003a).

Em 2004 foi publicado um artigo com a analise do COI de
260 das 667 espécies de aves da América do Norte (Hebert et
al. 2004). Cada espécie estudada apresentou uma seqiiéncia
especifica e as seqiiéncias de individuos da mesma espécie
eram idénticas ou mais semelhantes entre si do que a de ou-
tras espécies. A analise de espécies de mesmo género revelou
que a média da distancia maxima entre individuos da mesma
espécie era de 0,29% e a média da distdncia minima entre
espécies do mesmo género era de 7,05%. Ja a média geral de
distdncia maxima entre individuos da mesma espécie foi de
0,27%. Com isso, os autores propdem usar uma divergéncia
minima de 2,7% (10 vezes maior do que a distdncia maxima
intraespecifica) para diferenciar potenciais espécies (Hebert
et al. 2004).

AS APLICACOES DOS “BARCODES”

Uma vez tendo um banco de seqiiéncias padronizadas,
algumas das possiveis aplicagdes seriam: 1) identificacdo da
espécie de ave envolvida em colisdes com aeronaves, 0 que
permitiria auxiliar no plano de manejo para evitar novas coli-
soes; 2) identificagdo de restos de alimentos encontrados nos
estomagos e fezes de predadores, aumentando o conhecimen-
to acerca da dieta desses organismos; 3) reconhecimento da
espécie a partir de carcagas ou outras amostras forenses, em
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um caso de apreensao de ovos de aves amostras dos embrides
que ndo eclodiram foram identificadas (A. R. Oliveira-Mar-
ques ¢ T. Matsumoto com. pess. 2005); e 4) a partir do sangue
encontrado em vetores de patdgenos (ex. mosquitos com virus
do oeste do Nilo) pode-se chegar a identidade do hospedeiro.
Recentemente um renomado periodico cientifico (Molecular
Ecology Notes) abriu uma se¢do especial para publicagdo de
artigos relacionados aos barcodes onde outras aplicagdes po-
dem ser encontradas.

AS LIMITACOES DOS “BARCODES”
- CRITICAS E RESPOSTAS

Varias discussdes foram geradas apos o langamento da
proposta de criag@o desse banco de seqiiéncias de COI (Smith
2005, Will et al. 2005, Hebert ¢ Gregory 2005). Dentre as
limitacdes da proposta se destacam:

1) A baixa diversidade entre seqiiéncias de determinados gru-
pos, como os cnidarios, ndo permite obter a sua correta iden-
tificagdo (Hebert et al. 2003a).

2) Espécies que se divergiram recentemente possuem poucas
diferencgas e pode ser impossivel caracteriza-las como duas li-
nhagens independentes. Seria importante ter estudos em gran-
de escala sobre a divergéncia entre pares de espécies irmas
para avaliar se o COI ¢ informativo nesses casos e, para isso,
seria necessario analisar todos os membros de um determina-
do género (Moritz e Cicero 2004).

3) Como apenas um gene ¢ analisado e este pertence a um
genoma com heranca materna, hibridos ndo podem ser detec-
tados. Tal limitagdo ocorreria com qualquer gene com heranga
ligada ao sexo.

4) Pseudogenes (cOpias ndo ativas de genes) podem atra-
palhar a analise. Nos estudos ja realizados, os pseudogenes
ndo sdo mencionados, talvez por que ndo foram detectados e
aparentemente isso ndo prejudicou as analises (Hebert ef al.
2003a, b).

5) Em relagdo as aves, como até 0 momento apenas espécies
da América do Norte foram analisadas, o real desafio sera a
analise das que ocorrem nos Tropicos, devido a maior diversi-
dade (Moritz e Cicero 2004).

Entre as criticas mais contundentes, esta a preocupacgao de
que outros projetos de taxonomia possam ter recursos nega-
dos. Em resposta a isso, os pesquisadores que tém gerado os
barcodes argumentam que o projeto ndo tem a pretensdo de
estudar a taxonomia dos grupos.

0O CONSORCIO DO CODIGO DE BARRAS DA VIDA
(“CONSORTIUM FOR THE BARCODE OF LIFE”,
CBOL, HTTP://BARCODING.SI.EDU)

Em maio de 2004 foi estabelecido o CBOL com apoio
financeiro da Fundagao Alfred P. Sloan e em setembro do
mesmo ano o CBOL abriu um escritério no Smithsonian Ins-

titute. Esse consorcio envolve a colaboracdo internacional de
museus, herbarios, colegdes biologicas e especialistas em ge-
ndmica, taxonomia, eletrénica e computagdo. Seus objetivos
sd0: 1) acelerar a compilag@o de codigo de barras de todas
as espécies conhecidas de plantas e animais, 2) estabelecer
um banco de dados publico de seqiiéncias associadas a um
espécimen (voucher) e 3) promover o desenvolvimento de um
aparelho portatil para identificar amostras pelo seu codigo de
barras.

Dentre os grupos de trabalho criados pelo CBOL podemos
destacar um que visa desenvolver uma técnica de extragdo
de DNA a partir de amostras estocadas em formol. Como no
inicio da histdria das colec¢des bioldgicas ndo se previa o uso
de marcadores moleculares, os tecidos dos vouchers foram
preferencialmente preservados em formol. Acredita-se que
essa substancia causa danos ao DNA e isso prejudica uma eta-
pa importante da metodologia empregada, a amplificag¢do in
vitro. Assim, caso um protocolo robusto de extracdo de DNA
seja desenvolvido, amostras histdricas preservadas em formol
(ex. os tipos) poderdo ter seu DNA analisado. Tal perspectiva
reforca ainda mais a importancia das colegdes biologicas.

O CBOL tem organizado reunides regionais para: promo-
ver a participacdo de pesquisadores do mundo todo, dissemi-
nar a aplicagdo dos barcodes na ciéncia e na sociedade, discutir
iniciativas voltadas para as necessidades regionais e nacionais,
levantar as prioridades e necessidades dos projetos e iniciar
redes de colaboragédo. A reunido da regido neotropical ocorreu
recentemente (18-20/ marco de 2007) em Campinas-SP.

A INICIATIVA DO CODIGO DE BARRAS
DE TODAS AS AVES
(“ALL BIRDS BARCODE INICIATIVE”, ABBI)

Foi realizado um workshop como marco inicial do ABBI
na Universidade de Harvard nos dias 8 e 9 de setembro de
2005. Nesse encontro estiveram presentes cerca de 50 par-
ticipantes de todo o mundo, inclusive do Brasil. Um dos as-
suntos debatidos foi que o ABBI pode se beneficiar muito do
Ornithological Information System (ORNIS, http://ornisnet.
org). O ORNIS tem como objetivo facilitar o acesso as infor-
macdes sobre 5 milhdes de espécimens de aves depositadas
nas colegdes norte-americanas. Tal integracdo deve melhorar
a comunicagdo e a colaboracdo entre as partes envolvidas.
Além disso, os organizadores do encontro buscaram ressaltar
que os barcodes podem auxiliar a criar um bom ambiente para
pesquisas em taxonomia, pois integraria um grupo de pesqui-
sadores das mais diversas areas.

Ainda durante a reunido, os participantes foram organi-
zados em grupos regionais (paleartico, neotropical, australa-
siatico e antartico, afrotropical, indomalaio e oceanico) para
avaliar a infraestrutura local e a capacidade de participagdo
no ABBI. Dentro do contexto neotropical, ficou bastante claro
que o Brasil tem a capacidade de participar de forma conside-
ravel (ver o item “A participacdo do Brasil no ABBI”).
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A PARTICIPACAO DO BRASIL NO ABBI

Como varios pesquisadores no Brasil ja tinham se organi-
zado para apresentar uma grande proposta de financiamento
de recursos voltado para gerar barcodes (projeto negado), a
posi¢do do Brasil durante o ABBI foi de que somos um grupo
de pesquisadores que teria capacidade de participar de todas
as etapas do projeto, desde as expedigdes de coleta até a gera-
¢do das seqiiéncias e as analises dos dados, inclusive poderia-
mos ajudar a coordenar o grupo neotropical. O levantamento
das amostras de aves neotropicais que poderiam ser utilizadas
no projeto do barcodes mostrou que as cole¢cdes na América
do Norte possuem uma boa representagdo das espécies. Ja en-
tre as cole¢des no Brasil com tecidos associados a vouchers
se destacam o Museu Paraense Emilio Goeldi (com mais de
5.000 amostras) e a Universidade de Sao Paulo (com cerca
de 1000 amostras), ambas com grande representatividade de
varios taxons / espécies nao disponiveis em outras colegdes.

COMENTARIOS FINAIS

O cenario atual ao redor do projeto dos barcodes ¢ em
varios aspectos semelhante ao que foi gerado quando do lan-
camento dos grandes projetos de sequenciamento de geno-
mas. Houve muita polémica, mas os projetos foram realiza-
dos. No final, os genomas estavam seqiienciados ¢ analisados,
0s grupos que anteriormente ndo dominavam a tecnologia
laboratorial de sequenciamento de DNA e analise compu-
tacional desses dados foram treinados, os laboratérios com
infra-estrutura até entdo deficiente para analises moleculares
foram equipados, e como os grupos de pesquisadores estavam
voltados para o mesmo objetivo houve grande colaboragao.
Seria este um momento propicio para agregar colaboradores
ao redor dos barcodes?
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