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Nés Realmente Precisamos de DNA Barcoding?

Do We Really Need DNA Barcoding?
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O conhecimento atual sobre a riqueza global de espécies
ainda é bastante inadequado. Estima-se que o nimero
global de espécies esteja entre 2 a 100 milhoes de espécies.
Entretanto, somente cerca de 1,4 milhdes de espécies foram
reconhecidas até hoje, sendo cerca de 280.000 plantas e
950.000 insetos. Novas espécies vém sendo descobertas
continuamente, mas nao sdo necessarios muitos argumentos
para mostrar a imensa lacuna entre o nosso conhecimento
e o que ainda precisamos conhecer. Com certeza, este sera
o grande desafio para a humanidade neste século.

O desconhecimento se deve, principalmente, a nossa
incapacidade de descrever formalmente os espécimes ja
coletados e estocados nas colegdes bioldgicas, fendmeno
que é conhecido como “o déficit Linneano” (“Linnean
shortfall”) (Whittaker et al. 2005). Igualmente, entendemos
muito superficialmente a distribui¢ao geografica da maioria
dos taxa, o que compromete uma boa delimita¢do da
ocorréncia das espécies e estudos biogeograficos, fendmeno
denominado de “déficit Wallaceano” (“Wallacean
shortfall”) (Whittaker et al. 2005). Uma das restri¢oes
para contornar os déficits Linneano e Wallaceano é o
numero de taxonomistas, profissionais considerados
atualmente como “espécie em extingdo™: o GTI - Global
Taxonomy Initiative (http://www.cbd.int/gti/) estima que
hd entre 20.000-30.000 pessoas com alguma qualificacdo
em taxonomia no mundo inteiro (incluindo autdonomos e
amadores) e, provavelmente, entre 5.000-7.000 taxonomistas
profissionais (académicos). O declinio no nimero de espécies
novas descritas e no numero de taxonomistas dentro da
comunidade académica tem sido amplamente discutido e
muitos cientistas reconhecem atualmente que a taxonomia é
uma “ciéncia em crise” (e.g. Lee 2000; Hopkins & Freckleton
2002). Além da falta de taxonomistas, projetos de taxonomia
ou que visem a formagdo de novos taxonomistas recebem
pouco financiamento, principalmente quando comparados a
outras dreas do conhecimento, e a infraestrutura dos museus e
colegdes ¢ inadequada e mesmo incipiente em muitos paises.
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Todos estes fatores restringem nosso acesso a Biodiversidade,
o que vem sendo chamado de “impedimento taxonémico
a conservacdo da biodiversidade” (Wheeler et al. 2004).
No Brasil, apesar das ultimas iniciativas do MCT-CNPq
(Ministério de Ciéncia e Tecnologia-Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico Tecnolégico) e também
do MEC-CAPES (Ministério de Educagao-Coordenagdo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), com
programas de financiamento especificos, como o PROTAX,
a situagdo néo é diferente. O aprovisionamento de recurso
ainda é incipiente perante o enorme desafio de alcangar uma
infraestrutura minima e a formacao de recursos humanos
adequadas. Esta situacdo é critica porque, a0 mesmo tempo
em que as estimativas de diversidade global estao alcan¢ando
dezenas de milhares de espécies desconhecidas, as ameagas
a diversidade global em diferentes escalas e de diferentes
fontes (como perda de habitat, mudangas climaticas) estao
aumentando.

Certamente, o desenvolvimento de ferramentas moleculares
e de outras ferramentas analiticas, como a comunica¢do
pela internet e a disponibilidade de hardware e softwares
mais avangados para o gerenciamento de cole¢oes levou a
uma aceleragdo do reconhecimento de novas espécies (veja
para uma discussao detalhada Graham et al. 2004). Mas,
como apontado por Wheeler et al. (2004, p. 285), “[...]
some naively see the information technology challenge as
liberating data from cabinets”. Ou seja, a disponibilidade
de tecnologias de ponta de alto desempenho possibilita
uma acelera¢do na obtengdo de dados e de informacéo de
modo geral, mas a aceleragdo na interpretacao dos dados
e, consequentemente, sua real “liberagao dos gabinetes’,
depende de outros fatores que vdo além da obtencao
destes dados, mas passam pela disponibilidade de recurso
humano qualificado.

DNA Barcoding — Uma Inovacéao
“Chique” Para a Identificacao de
Espécies?

Hebert et al. (2003) propuseram o uso de uma sequéncia
de DNA padrdo como uma “etiqueta” para proporcionar
a identificagdo das espécies, chamada de DNA Barcoding
(cddigo de barras de DNA). Os autores garantiram que o
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uso do DNA Barcoding permitira a identificagdo rapida,
inequivoca e automatizada das espécies, aumentando a
velocidade de descoberta de novas espécies.

Nao h4, fundamentalmente, nada novo na proposta de
DNA Barcoding exceto o aumento na escala de geragao de
dados e a padronizagao. Os pesquisadores ja vém utilizando
sequéncias para delimitar espécies criticas e para estudos
filogenéticos e filogeograficos baseados em amostras
vinculadas a vouchers (Avise 2004). Especificamente, o
DNA Barcoding foi definido como uma sequéncia padrao
de tamanho minimo (i.e. pode ser facilmente sequenciada
usando somente um iniciador senso e um antisenso),
posteriormente depositado em um banco de dados principal
ou central, e vinculado a um voucher cuja origem e status
atual sdo também registrados no banco de dados (Hebert &

Gregory 2005). Resumidamente, a atribui¢aio do DNA
Barcoding a um grupo de espécies deve incluir protocolos
padronizados, como os procedimentos para a coleta de
tecidos e para o laboratorio, tudo vinculado ao niimero
do voucher e a informagoes relevantes sobre o voucher
(Figura 1). A regido de DNA escolhida para ser Barcoding
deve conter variabilidade e divergéncia genéticas significativas
em nivel de espécie, ser amplamente distribuida nos taxa,
ser passivel de sequenciamento com iniciadores universais
e ser pequena o suficiente para ser sequenciada facilmente
(Kress & Erickson 2008). A sequéncia do gene mitocondrial
col (citocromo ¢ oxidase subunidade I), que codifica uma
das subunidades da enzima citocromo c oxidase da cadeia
de transporte de elétrons, presumivelmente atende a estes
critérios, e foi designado como DNA Barcoding. Neste
sentido, um consorcio foi criado para fornecer uma biblioteca
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Figura 1. Estrutura do desenvolvimento de DNA Barcoding. Quadrados em azul representam as anélises moleculares desde a amostra
de tecidos para extragdo de DNA até a andlise e entrada das sequéncias no banco de dados. Quadrados vermelhos representam o
deposito do voucher na colegao bioldgica com a entrada de todos os dados relevantes no banco de dados. Quadrados verdes representam
0 acesso publico aos dados através da interface com o usudrio. Quadrados laranja representam as informagdes importantes sobre os

dados e 0 espécimen.
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universal de DNA Barcoding, o “Consortium for the Barcode
of Life” (www.barcoding.si.edu), para comparagdes de taxa
ndo identificados com o banco de dados de Barcoding.

Muitas promessas foram feitas sobre a aplicagaio do DNA
Barcoding. Por exemplo, Hebert & Gregory (2005, p. 853)
observaram que a aplicagdo do DNA Barcoding serd uma
ferramenta poderosa como facilitador da taxonomia alfa:

“[...] we are confident that DNA barcoding will play an
increasingly important role as a taxonomic screening
tool because of its ability to rapidly reveal the genetic
discontinuities that ordinarily separate distinct species [...]
Its application in this fashion will allow an inversion of
standard taxonomic approaches that operate in an a priori
fashion—seeking the morphological discontinuities that
signal reproductive isolation among unsorted assemblages
of organisms. By contrast, DNA barcoding allows a more
efficient a posteriori approach where predefined, genetically
divergent groups are examined for trait variation. In this
sense, DNA barcoding will clearly be a powerful enabler

of alpha taxonomy.”

Entretanto, para a maioria das espécies de plantas o gene
col nao ¢é aplicavel como DNA Barcoding devido a taxa
evolutiva lenta, e também a instabilidade da estrutura do
genoma mitocondrial (e.g. Wolfe et al. 1987; Mackenzie
2007). Além disso, a grande variagdo nas taxas evolutivas
no genoma de cloroplasto entre e dentro das familias de
plantas (e.g. Shaw et al. 2007), dificulta a determinagao de
uma sequéncia de DNA Barcoding universal para as plantas.
Assim, o debate sobre qual a sequéncia que ird identificar
as plantas em nivel de espécie ainda esta em aberto (e.g.
Chase et al. 2005; Kress et al. 2005; Taberlet et al. 2006;
Fazekas et al. 2008; CBOL Plant Working Group 2009).

Olhando dentro da “caixa-preta’, o DNA Barcoding segue o
mesmo principio do conceito de espécie de Carl Linnaeus
(1707-1778). A abordagem utilizada de associar uma
“etiqueta” a uma espécie (uma sequéncia padronizada,
chamada de Barcoding) sugere a idéia que cada espécie
existe como uma “forma ideal”, sem varia¢ao, ou com
variagdo minima, entre individuos e populagdes. De outra
forma seria impossivel “etiquetar” uma espécie com um
unico identificador, como se faz com o cddigo de barras
dos produtos nas prateleiras dos supermercados. A teoria
de evolugido das espécies por meio da seleg¢do natural
de Charles Darwin (1809-1882) tem duas implicagdes
importantes para esta discussdo, que fundamentalmente
desafia as suposi¢des ou idéias por tras do DNA Barcoding.
Primeiro, ela estabelece que as espécies nao sio so similares,
mas elas sdo realmente relacionadas por descendéncia.
Segundo, ela supde que as espécies ndo sao homogéneas,
fixas - membros de uma espécie sao diferentes e as espécies
devem mudar ao longo do tempo:

“From these remarks it will be seen that I look at the
term species, as one arbitrarily given for the sake of
convenience to a set of individuals closely resembling

each other, and it does not essentially differ from the term

variety, which is given to less distinct and more fluctuating
forms. The term variety, again, in comparison with mere
individual differences, is also applied arbitrarily and for

mere convenience sake” (Darwin 1859, p. 52, Chapter II).

Van Valen (1973) também destacou a variagao genética
natural nas populagdes. Ele sugeriu que as espécies estdo sob
constante selegdo natural de forma a seguir as mudangas no
ambiente e se elas ndo tiverem variagdo genética adequada
elas extinguem porque elas nao conseguirdo seguir a evolugio
dos parasitas e predadores. Esta evolu¢do do “armamento
de luta” (“arm race” evolution) foi chamada de “Hip6tese
da Rainha Vermelha” (the “Red Queen Hypothesis”), em
referéncia ao didlogo da Rainha Vermelha com Alice na
estoria “Through the Looking Glass” de Lewis Carroll: “Now,
here, you see, it takes all the running you can do, to keep in
the same place. If you want to get somewhere else, you must
run at least twice as fast as that!” (Carroll, 1871, p. 136),
“Though the looking-glass and what Alice found there”).

Este paralelo feito por Van Vallen sugere que as espécies nao
tem delimitagdo clara, mas ao contrario sao produto das
populagdes onde as frequéncias génicas estdo constantemente
mudando ao longo do tempo e do espago (De Queiroz
2005). Assim, embora o conceito Linneano para identificar
as espécies seja util e corriqueiramente utilizado, nds nao
podemos pensar nas espécies como entidades imutaveis e
invaridveis. Desta forma, a pergunta que temos que fazer
é: “quao util é a técnica de DNA Barcoding em um mundo
onde as espécies sdo variaveis?”

A um primeiro olhar, seria o melhor dos mundos - o uso de
uma ferramenta nova, rapida e de baixo custo para resolver o
velho problema de identificar a biodiversidade com precisao.
Mas, além dos problemas conceituais apontados acima,
o uso de métodos fenéticos para atribuir um espécimen
a um ponto no “espago n-dimensional de sequéncias’,
e entdo definir a espécie, ndo leva em conta a variagao
dentro e entre espécies e as relagdes filogenéticas entre
as espécies (para uma discussdo detalhada sobre este
aspecto veja Will & Rubinoff 2004; Moritz & Cicero 2004;
DeSalle et al. 2005; Rubinoff ef al. 2006). Mesmo que Herbert
e colaboradores usem o termo “profile” (perfil) em vez de
filogenia, provavelmente para evitar interpretagdes erradas
obtidas a partir de resultados fenéticos como relagoes
filogenéticas, o problema ainda permanece.

Entao, N6s Realmente Precisamos do
DNA Barcoding?

Nao é surpreendente que a abordagem de DNA Barcoding,
como proposta por Herbert et al. (2003), funcione bem
em taxa bem diferenciados. Como comentado por Will &
Rubinoff (2004), em taxa bem diferenciados as distincias
entre as espécies sdo suficientemente grandes para nao
serem afetadas por taxa ou individuos com diferengas
intermedidrias. O mecanismo proposto de usar um limiar
de distancia genética para separar a variagao intraespecifica
da interespecifica para a avaliagdo de um espécimen nao
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identificado dentro de um agrupamento (Hebert et al. 2003,
2004) é vulneravel e passivel de erros pela indicagao tanto de
falsos positivos quanto de falsos negativos (Meyer & Paulay
2005), porque a acuracia do método depende do nivel de
sobreposi¢ao na variagdo ao longo de toda a filogenia (Will &
Rubinoft 2004; Moritz & Cicero 2004; Meyer & Paulay 2005).
Falsos positivos sdo taxa novos identificados erroneamente
dentro de uma espécie na qual a variagdo intraespecifica é
mais profunda que o limiar escolhido. Por outro lado, falsos
negativos sdo taxa identificados erroneamente dentro de um
agrupamento no qual as divergéncias interespecificas sao
mais superficiais do que o limiar proposto (para detalhes
veja Meyer & Paulay 2005).

Assim, a resposta a questdo acima “Nos realmente
precisamos de DNA Barcoding ?” também é uma questao:
Nos precisamos de DNA Barcoding para identificar espécies
bem definidas? Ou: “O DNA Barcoding fornecera alguma
vantagem adicional em relagao a identificagdo morfologica
para espécies bem definidas?” Além disso, e mais importante,
“A abordagem de DNA Barcoding, conforme proposta por
Herbert e colaboradores, fornece identificaciao de espécies
rapida, precisa e automatizavel para taxa taxonomicamente
problematicos?” Eu temo que a resposta a todas estas
questdes seja “nao”.

Espécies bem definidas ndo sdo um problema real. A
identificagdo baseada em caracteres morfoldgicos é
tipicamente facil e, em muitos casos, os individuos podem
ser identificados no campo pelo pesquisador ou pelo
taxonomista para posterior checagem. Assim, para este caso,
qualquer vantagem adicional dada pelo sequenciamento
para a identificagdo ¢ negligenciavel (Will & Rubinoff 2004;
Rubinoft et al. 2006). Para plantas, uma solugao baseada
em uma Unica sequéncia (Fazekas et al. 2008), ou mesmo
a utilidade do DNA Barcoding estd longe do ideal, nao
s pela variagdo, mas também devido a hibridizagéo e
retengdo de polimorfismos ancestrais (e.g. Fazekas et al.
2009; Gonzalez et al. 2009). Além disso, muitas espécies sao
polifiléticas ou parafiléticas, o que implica que ndo podem
ser diferenciadas pelo método de DNA Barcoding (Funk &
Omland 2003). Desta forma, para espécies estreitamente
relacionadas, como espécies cripticas, grupos complexos
altamente variaveis, geralmente amplamente distribuidos e
taxonomicamente desafiadores, a diferenciagao morfologica
e genética é dificil e intrincada e a atribuigdo de uma espécie
¢é ambigua (Will & Rubinoft 2004; Meyer & Paulay 2005).
Neste caso, a contribui¢do do DNA Barcoding, conforme
proposto por Hebert et al. (2003), para identificar as espécies
é nula porque a ambiguidade permanecera.

Entao, do que Realmente Precisamos?

E notdrio que a abertura da “caixa preta” do “impedimento
taxonomico a conserva¢io da biodiversidade” nos revela
que as causas principais do nosso desconhecimento da
biodiversidade sdo: falta de taxonomistas e infraestrutura
inadequada. O fomento para formagao de recursos humanos

na drea de taxonomia ainda é timido para o enorme desafio
de identificar e descrever novas espécies. Especificamente
no Brasil, a falta de um plano de carreira especifico para os
curadores de cole¢des também desestimula a formacéo de
novos taxonomistas. Somado a isto, a falta de técnicos de
nivel superior para dar apoio em campo e nas colegdes, e
a falta de infraestrutura adequada para estoque, triagem,
sistematizagao, gerenciamento e formagao de banco de dados
das cole¢bes comprometem a conservagio, velocidade de
identificacdo e descricdo de novas espécies. Por fim, o excesso
de burocracias que precisam ser atendidas e superadas, tanto
em relagdo as obriga¢des dentro das universidades, onde
estdo grande parte das cole¢des no Brasil, como em relagao
as varias normas e leis dos diversos 6rgaos do governo que
devem ser atendidas para a realizagdo de coletas, transporte
de amostras, permuta entre colegdes, etc., contribuem para
que o processo de identificagdo e descrigdo de espécies seja
uma maquina paquidérmica.
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