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RESUMO

O DNA Barcoding € uma metodologia na qual se pressupbde que um pequeno
fragmento de DNA pode ser utilizado como um identificador padronizado e unico, tal
como um cédigo de barras, para identificacdo de espécies, servindo tanto na
identificacdo de espécies ja descritas, como auxiliando na descoberta de novas
espécies. O principal pressuposto para a sua efetividade é de que as divergéncias
intraespecificas sempre sejam menores que as interespecificas, o que se chama de
barcoding gap. A monofilia reciproca das espécies seria entdo o principal
determinante para a existéncia deste. Entre os fatores que irdo determinar a
existéncia da monofilia reciproca e consequentemente eficiéncia do DNA Barcoding
estdo a diversidade intraespecifica e a estruturacdo populacional. Poucos testes
empiricos para avaliacao do DNA Barcoding foram realizados no intuito de valida-lo.
Neste trabalho foi usado um género de peixes neotropicais como modelo em testes
de validacdo do DNA Barcoding. Num primeiro momento foi referendado um banco
de dados que continha apenas sequéncias de amostras com referenciais em
imagens. Este obteve 100% de identificacao correta entre as identificacdes a priori e
o resultado da identificagdo a posteriori do DNA Barcoding. Desta forma podemos
usar o DNA Barcoding para identificacdo a posteriori de amostras sem referenciais
em imagens ou até mesmo de origem desconhecida com confianga. Entdo, num
segundo momento, foram acrescidas as sequéncias de amostras sem referéncias
em imagens e o banco de dados somou 229 sequéncias. Este obteve 91,26% de
identificacao correta entre as espécies identificadas a posteriori pelas sequéncias e a
identificacdo atribuida a priori. O aparente resultado de ineficiéncia do DNA
Barcoding foi atribuido a erros de identificacdo a priori em virtude da confiabilidade
do primeiro banco, aos altos valores de confianca que sustentam os clados na
arvores de distancias e a clara presenca do barcoding gap. Todas as espécies de
Pseudoplatystoma mostraram-se monofiléticos e as divergéncias intraespecificas
sempre foram inferiores as interespecificas, ou seja, foi verificado o barcoding gap
em todos os casos. Desta forma, este trabalho contribui na validacao da eficacia do
DNA Barcoding na identificacdo de espécies, em especial de peixes.
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ABSTRACT

DNA Barcoding is a methodology in which one assumes that a small fragment
of DNA can be used as a standard and unique identifier, such as a barcode for
species identification, serving both in the identification of species already described,
and in assisting in discovery of new species. The main precondition for its
effectiveness is that intraspecific differences are always smaller than interspecific,
which is called the barcoding gap. The reciprocal monophyly of species would then
be the main determinant for its existence. Among the factors that will determine the
existence of reciprocal monophyly and hence efficiency of DNA Barcoding are
intraspecific diversity and population structure. Few empirical tests of DNA Barcoding
were undertaken to validate it and its premises. In this study we used a genus of
Neotropical fishes as a model for validating DNA Barcoding. In the first series of tests
we used a database that contained only sequences from samples with references to
images. This yielded 100% correct identification identifications between a priori
identification and a posteriori identification based on DNA Barcoding. Thus we can
confidently use DNA Barcoding for the a posteriori identification of samples without
reference to images or even samples of unknown origin. In the second set of tests
unreferenced sequences were added to database; the sequence database totaled
229 samples. In this study we obtained 91.26% correct identification of a priory
identified species. The apparent inefficiency of DNA Barcoding has been attributed to
errors in identifying specimens a priori because of the reliability of the first database,
the high confidence values that support the clades in the first analysis, and the clear
presence of the barcoding gap. All species of Pseudoplatystoma proved to be
monophyletic and intraspecific differences were always lower than the interspecific,
i.e. the barcoding gap was observed in all cases. Thus, this study contributes to the
validation of the efficacy of DNA Barcoding in identifying species, especially fishes, in
the Amazon basin.
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INTRODUCAO

DNA Barcoding

Estamos em uma corrida entre a descricao da biodiversidade da Terra e sua
extingado (Lawton et al., 1998). Estima-se que a maior parte das espécies ainda nao
foi descrita (May, 1988). Citando como exemplo os peixes, os vertebrados de maior
sucesso evolutivo da Terra (a0 menos quando considerado o numero de espécies),
vemos uma impressionante diversidade. Atualmente existem cerca de 31400
espécies registradas no FishBase (10/2009), a maior base de dados online com
informacdes sobre peixes, e este numero continua aumentando. Estima-se que
cerca de 13000 sejam de agua doce, sendo que destas mais de 2400 estédo
presentes na provincia amazdnica, das quais mais de 2000 sao endémicas (Lévéque
et al., 2008). Por outro lado, se ainda mal foram descritas todas as espécies do
nosso planeta, as taxas de extincao estdao sendo elevadas vertiginosamente. Hoje
elas ja sao cerca de 100 vezes maiores do que no passado e as previsdes indicam
que ainda serdo de 1000 a 10000 vezes maiores no futuro (Millennium Ecosystem

Assessment, 2005).

A necessidade de se poder identificar espécies de uma forma mais rapida e
eficiente também esta vinculada a uma série de situacoes relacionadas a biologia,
desde a questdo de saude, de pragas da agricultura, de identificacdo de espécies
exoticas, de monitoramento ambiental, de manejo de fauna, no turismo, no controle
de comércio de produtos biolégicos e/ou organismos protegidos e de manejo de

estoques (Hebert et al., 2003).

Assim, diante de um cenario como este, de grande biodiversidade e eminente
perigo de sua perda, um método rapido e padronizado que auxilie na caracterizagéo
dessa biodiversidade é essencial. Foi entdo com esse intuito que o “cédigo de barras
de DNA” ou DNA Barcoding foi proposto (Hebert et al., 2003). Este pressupde que

um pequeno fragmento de DNA pode ser utilizado como um identificador



padronizado e unico, tal como, um cddigo de barras para identificacdo de espécies,
servindo tanto na identificacdo de espécies ja descritas como auxiliando na
descoberta de novas espécies (Figura 1). Para animais, o fragmento em questao é
uma regido de 648 pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase
subunidade | (COI) (Hebert et al., 2003). O gene COI codifica parte de uma enzima
terminal da cadeia respiratéria da mitocondria. Para outros organismos, somente
agora que os melhores segmentos e genes para serem usados como DNA
Barcoding estdao sendo estabelecidos, como nas plantas (Kress et al, 2005),
macroalgas (Saunders, 2005), fungos (Summerbell et al., 2005), protozoarios
(Scicluna et al., 2006) e bactérias (Sogin et al., 2006).

O principal pressuposto para a efetividade do DNA Barcoding é de que as
divergéncias intraespecificas sempre sejam menores que as interespecificas, o que
se chama de barcoding gap (Figura 2). A monofilia reciproca das espécies seria 0
principal determinante para a existéncia deste. De fato, diversos estudos ja
demonstraram a aplicacdo com sucesso do DNA Barcoding nos mais diversos
grupos: mamiferos (Clare et al., 2007; Borisenko et al., 2008), aves (Kerr et al., 2007;
Kerr et al., 2009), peixes (Ward et al., 2005; Steinke et al., 2009), insetos (Hebert et
al., 2009) e nematodos (Elasser et al., 2009). Estes resultados, em geral, apontam
para resolu¢cées acima de 95% na identificagcdo das espécies. Os resultados do
projeto Fish Barcode of Life, por exemplo, indicam que o DNA Barcoding possibilitou
a identificagcdo de cerca de 93% das espécies de agua doce estudadas até o
momento (Ward et al., 2009). Inclusive, diversas novas espécies foram confirmadas
por analises taxonémicas integradas (Ward et al., 2009). No entanto, existem outros
estudos que apontam para uma menor eficiéncia do DNA Barcoding na identificagao
dos organismos, como foram nos casos de alguns lepidépteros (Kandul et al., 2004;

Elias et al., 2007; Wiemers e Fiedler, 2007) e dipteros (Meier et al., 2006).



Figura 1. Analogia entre 0 DNA Barcode e o cédigo de barras convencional.

Em virtude destes resultados dispares e das formas de interpreta-los, desde
sua proposicao, o debate acerca de sua eficiéncia e funcionalidade € intenso (Moritz
e Cicero, 2004; Meyer e Paulay, 2005; Dasmahapatra e Mallet, 2006; Hickerson et
al., 2006; Meier et al., 2006; Elias et al., 2007; Wiemers e Fiedler, 2007). Para os
propositores e defensores da abordagem, os casos de nao resolucdo geralmente
sdo atribuidos a problemas taxondémicos, que podem ser tanto na prdpria
identificacdo dos espécimens como na classificagdo das espécies, como nos casos
de espécies cripticas quando tende-se a subestimar o numero de espécies, ou ainda
espécies polimorficas em que o numero seria superestimado. Alguns casos também
seriam em funcao de especiacdes muito recentes, de forma que as espécies ainda
estariam compartilhando haplétipos (Hebert et al., 2009; Lukhtanov et al., 2009). Ja
para os criticos, a abordagem possuiria limitagdes intrinsecas que comprometeriam
sua funcionalidade de maneira significativa (Meyer e Paulay, 2005; Dasmahapatra e
Mallet, 2006; Hickerson et al., 2006; Wiemers e Fiedler, 2007). O que pode se ver é
que muitas das criticas sdo em funcdo das amostragens dos trabalhos (Meyer e

Paulay, 2005; Dasmahapatra e Mallet, 2006; Hickerson et al., 2006).
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Figura 2. Esquema do barcoding gap. A distribuicdo da variacdo intraespecifica € mostrada em
vermelho e da interespecifica em amarelo. (A) Mundo ideal para DNA Barcoding, com distribuicdes
discretas e sem sobreposicdo. (B) Uma versao alternativa do mundo com significante sobreposicao,

sem gap (Fonte: Meyer e Paulay, 2005).

Entre os fatores que irdo determinar a existéncia da monofilia reciproca e
consequentemente eficiéncia do DNA Barcoding estao a diversidade intraespecifica
e a estruturacdo populacional. A diversidade intraespecifica € inversamente
proporcional ao tamanho do barcoding gap e esta pode até mesmo fazer com que
este seja ausente, no caso de uma elevada diversidade intraespecifica. A estrutura
populacional também pode afetar de maneira importante o barcoding gap na medida
que esta ira afetar a diversidade intraespecifica. Por isso, o papel da amostragem
para efetividade do DNA Barcoding é de grande importancia (Meyer e Paulay,
2005). Isso porque tanto o numero amostral e o numero de localidades de coleta
pode interferir nos resultados uma vez que a subamostragem de espécimens pode
subestimar as divergéncias intraespecificas e superestimar as divergéncia
interespecificas, facilitando a visualizacdo do barcoding gap.

Outra variavel importante para a existéncia do barcoding gap é o tamanho
efetivo populacional (N,). O N, afeta o tempo de divergéncia que levara a especiacao

entre duas populagdes (Palumbi et al., 2001). Desta maneira, N, maiores fazem com
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que as populacdes levem mais tempo para se diferenciarem totalmente. Isso
significa dizer que populacées maiores demoram mais para apresentar a monofilia
reciproca. Assim, populacées grandes podem exigir muito tempo para separagao
total e 0 consequente surgimento do barcoding gap, caracteristico da monofilia
reciproca.

Nesse contexto da aplicabilidade do DNA Barcoding, o conceito de espécie
adotado é fundamental. Este conceito € amplamente debatido e ainda muito
controverso (Sites e Marshall, 2003; de Queiroz, 2005; Hey, 2006). O DNA
Barcoding assume que as espécies sao monofiléticas (conceito filogenético de
espécies). Isso traz sérias consequéncias na sua aplicacdo e no modo de
interpretacdo dos resultados. Assim, quando se atribui o sucesso ou fracasso do
DNA Barcoding, isso estarda diretamente ligado as exigéncias do conceito de
espécie adotado. Mas quando assume-se para o DNA Barcoding o conceito
filogenético de espécies, os problemas da falta de monofilia poderdo ser de grande
relevancia, visto que parte das espécies de fato ndao o sado (Funk e Omland, 2003).
Na Amazobnia em especial, os grande N, e as estruturagdes populacionais podem
resultar na falta de monofilia como no caso de alguns peixes amazénicos,
Potamotrygon (Toffoli et al., 2008), Cichla (Willis et al., 2008) e Symphysodon (Farias
e Hrbek, 2008).

Normalmente os estudos que fazem uso do DNA Barcoding amostram um
grande numero de espécies e poucos espécimens, geralmente entre 5 a 12
amostras por espécie e muitas vezes sendo estas de uma ou poucas localidades ao
longo da area de distribuicdo das mesmas (Dasmahapatra e Mallet, 2006; Hickerson
et al., 2006; Hebert et al., 2009). Esse delineamento acaba suscitando duvidas
acerca de resultados positivos do uso dessa abordagem, em geral atribuindo-se
parte de seu sucesso como consequéncia da amostragem insuficiente de espécies
do taxa e ao longo da distribuicdo das espécies, de forma que a divergéncia
intraespecifica fosse subestimada, aumentando a aparente acuracia do DNA
Barcoding (Dasmahapatra e Mallet, 2006; Hickerson et al., 2006; Kelly et al., 2007).

Poucos testes empiricos para avaliacdo do DNA Barcoding foram realizados



no intuito de validar o DNA Barcoding. Entre eles pode-se citar a busca por um
numero minimo de exemplares na utilizagdo do DNA Barcoding (Matz e Nielsen,
2005; Zhang et al., 2009) e teste da eficiéncia em espécies irmas (Kelly et al., 2007 ;
Tavares e Baker, 2008). Porém, até o momento, poucos estudos avaliaram de fato a
resolucdo do DNA Barcoding em estudos de ampla amostragem em espécies
proximas. Assim, um trabalho que realizasse amplas amostragens em espécies
proximas ao longo de toda suas respectivas distribuicdes poderia ajudar no melhor

entendimento acerca da eficiéncia e funcionalidade do DNA Barcoding.

Pseudoplatystoma

Dessa forma, utilizou-se quatro espécies do género de peixes neotropicais
Pseudoplatystoma (Figura 3) como modelo neste estudo, onde foram amostrados
um numero maior de exemplares do que € normalmente realizado de forma a
também contemplar grande parte da distribuicAdo desses peixes ao longo da bacia
Amazénica. Pertencem a classe Actinopterygii, ordem Siluriformes, familia

Pimelodidae, subfamilia Sorubiminae.

Figura 3. Exemplares do género Pseudoplatystoma, P. fasciatum (acima) e P. tigrinum (abaixo)
(Modificado de Santos et al., 2006).

O género Pseudoplatystoma € composto por grandes bagres migradores de
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distribuicdo continental que possuem grande importancia ecologica e econémica.
Acerca de sua taxonomia, por um longo periodo o género foi dividido em trés
espécies, quando recentemente um trabalho de revisdao morfolégica dividiu o grupo
em oito espécies (Buitrago-Suarez e Burr, 2007). Entretanto, mais recentemente a
primeira filogenia molecular do género mostrou que este é composto por seis
espécies (Torrico et al., 2009), sendo uma espécie encontrada na bacia do Rio
Magdalena (P. magdaleniatum), uma na bacia do Rio Orinoco (P. orinocoense), uma
na bacia do Rio Sdo Francisco (P. corruscans), duas na bacia do Parana (P.
corruscans e P reticulatum) e trés na bacia do Rio Amazonas (P. reticulatum, P.

tigrinum e P. fasciatum).

OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um teste de validagdo da
ferramenta molecular DNA Barcoding como identificador da espécies usando o
género Pseudoplatystoma como modelo. Os objetivos especificos foram: (1) testar a
performance da ferramenta DNA Barcoding em Pseudoplatystoma, (2) verificar a
correspondéncia entre a identificacdo molecular e a morfolégica, feita a priori e (3)
determinar a variabilidade genética das espécies de Pseudoplatystoma amostradas

na Amazonia.

MATERIAIS E METODOS

Material de estudo

Para validacao do DNA Barcoding, foram inicialmente utilizadas 78 amostras
de tecido do género Pseudoplatystoma coletadas em mercados de peixes ao longo
de 11 pontos da Bacia do Rio Amazonas (Tabela 1, Figura 4), para as quais se
obteve registros fotograficos dos exemplares. Em seguida foram acrescidas

amostras sem referencias dos espécimens em imagens, somando-se um total de



229 amostras de tecido do género Pseudoplatystoma. Estas foram coletadas em
mercados de peixes ao longo de 21 pontos da Bacia do Rio Amazonas e um ponto
da Bacia do Rio Magdalena (Tabela 2, Figura 5). Estas amostras (barbilhao,
nadadeira ou musculo) foram acondicionadas em alcool 70% e levados para o
laboratério onde foram mantidas a 20°C negativos até o isolamento do DNA total. O
material biolégico esta depositado no Banco de Tecidos e de DNA do Laboratério
Tematico de Biologia Molecular (LTBM), Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia (INPA). Os espécimens foram identificados segundo a chave de Buitrago-
Suarez e Burr (2007) e fotografados para corroborar as identificacdes a priori
usados em um primeiro momento (fotografias anexadas no BOLD, Barcode of Life

Data Systems).

Figura 4. Mapa das localidades de coleta na bacia amazbnica (banco padrdo). Localidades: 1 —
Coari, 2 — Manaus, 3 — Tabatinga, 4 — Tefé, 5 — Boa Vista, 6 — Eirunepé, 7 — Porto Velho, 8 —

Manicoré, 9 — Guajara Mirim, 10 — Sao Gabriel da Cachoeira, 11 — Labrea.



espécie (banco padrao).

Tabela 1. Localizagdo dos pontos de amostragem e 0 nimero de amostras sequenciadas para cada

Numero de mostras por espécie

Rio Localidade P. fasciatum P. tigrinum P. reticulatum
Rio Amazonas Coari 1 1
Manaus 5 1
Tabatinga 1 1
Tefé 4 3
Rio Branco Boa Vista 3 2
Rio Jurua Eirunepé 3
Rio Madeira Porto Velho 2 1
Rio Madeira Manicoré 1 2
Rio Mamoré Guajara Mirim 1
Rio Negro Sao Gabriel da Cachoeira 5 3
Rio Purus Labrea 35 3
Total (78) 61 14 3
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Figura 5. Mapa das localidades de coleta na bacia amazénica (banco completo). Localidades: 1 —
Belém, 2 — Coari, 3 — Manaus, 4 — Santarém, 5 — Tabatinga, 6 — Tefé, 7 — Sao Félix do Araguaia, 8 —
ltaipava, 9 — Boa Vista, 10 — Rio Iriri, 11 — Eirunepé, 12 — Porto Velho, 13 — Manicoré, 14 — Guajara
Mirim, 15 — Riberalta, 16 — Sdo Gabriel da Cachoeira, 17 — Boca do Acre, 18 — Ipiranga, 19 — Labrea,

20 — Rio Branco, 21 — Jacareacanga, no alto a esquerda — Rio Magdalena.



Tabela 2. Localiza¢do dos pontos de amostragem e o niUmero de amostras sequenciadas para cada

(banco completo).
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Isolamento e amplificacdo do DNA

Para isolamento de DNA foi utilizado um método com uso de fenol-cloroférmio
modificado de Sambrook et al. (1989). A quantificacdo do DNA foi determinada em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e fotografada com o sistema de
foto-documentacédo (Eagle Eye - Stratagene). Um fragmento da regidao do gene
mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COl) foi amplificado pela reagcdo em
cadeia da polimerase com um volume total de 50 pL com 10-100 ng de DNA total,
1.5 mM MgCI2, 1x Taqg buffer, 200 UM dNTPs, 0.5 uM de cada primer e 0.5 unidades
de Tag DNA Polymerase em termociclador GeneAmp™ PCR System 2400 (Applied
Biosystems). Os primers utilizados foram: BOL-COI F3: 5° TCA ACY AAT CAY AAA
GAT ATY GGC CAC 3’ e COI R3: 5 ACT TCY GGG TGR CCR AAR AAT CA 3
modificados de Ward et al. (2005). No primer BOL-COI F3 foi inserida uma cauda
M13 na extremidade 5’. A amplificacédo foi realizada em 35 ciclos com as seguintes
temperaturas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 40
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apds, a eficiéncia da amplificacao foi

verificada em gel de agarose 0,8% com marcador de peso molecular.

Purificacao e sequenciamento do DNA

Todos os produtos amplificados foram purificados com um kit comercial
GFX™™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Freiburg, Germany) de acordo com o protocolo do fabricante. O
produto purificado (regido COl do DNA mitocondrial) foi sequenciado no analisador
automatico de DNA ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) através do método
de Sanger et al. (1977), com terminadores marcados com fluorescéncia. Para a
realizacdo das reac¢des de sequenciamento foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para as reacdes de sequenciamento foi

utilizado o primer M13 e eventualmente o primer R3.
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Andlise das sequéncias

As sequéncias nucleotidicas foram entdo submetidas a andlise de confidéncia
nos programas do pacote Staden Package (Staden, 1996) para obtencdo de uma
sequéncia consenso. Esta foi submetida ao programa BLAST (Altschul et al., 1997)
para confirmagdo e comparacao da regiao sequenciada com os dados disponiveis
atravées do National Center for Biotechnology Information (Genbank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como também foram comparadas com os dados
disponiveis através do Barcoding of Life Database (BOLD) (Ratnasingham e Hebert,
2007). Para edicao das sequéncias foram utilizados os programas GENEDOC
version 2.6.001 (Nicholas e Nicholas, 1997) e BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999). Para o
alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa ClustalW (Thompson et al.,
1994).

Para a determinacdo dos grupos especificos, utilizou-se o método de
Agrupamento de Vizinhos (Neighbour-joining, NJ) (Saitou e Nei, 1987) sob o modelo
Kimura-2-parameter (K2P) (Kimura, 1980) para correcdo das distancias
nucleotidicas, e a confiabilidade de cada no foi estimada pelo método de bootstrap,
com 1000 réplicas (Felsenstein, 1985). Esse modelo K2P fornece uma melhor
medicdo quando as distancias genéticas sdo baixas (Nei e Kumar, 2000). O
algoritmo de distancia NJ é frequentemente usado para o DNA Barcoding porque é
simples e rapido, o que é uma vantagem para a analise de grandes volumes de
dados, além de o objetivo do DNA Barcoding ser o de identificar através da
similaridade das sequéncias e nao fornecer uma hipétese filogenética definitiva.
Foram usadas as espécies irmas do género Pseudoplatystoma, Hemisorubim

platyrhynchos e Sorubimichthys planiceps, como grupos externos.

Foram calculadas as divergéncias par-a-par intra e interespecifica entre as
sequéncias (distancia K2P), assim como foram calculadas a distancia média e
desvio padrao intra e interespecificos. Os valores de divergéncia foram plotadas em
um grafico de frequéncia para visualizacdo. Também foram calculadas a distancia

média e desvio padrdo intra e interespecificos. As analises filogenéticas e calculos
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de distancia foram realizadas com auxilio dos programas MEGA 4 (Tamura et al.,
2007). Além destas analises em programas individualizados foram utilizadas em
paralelo as ferramentas do BOLD: Distance Summary e Sequence Composition

(Ratnasingham e Hebert, 2007).

Validacao do DNA Barcoding

Para validacdo do DNA Barcoding foram realizados trés testes e estes foram
reproduzidos para cada um dos dois bancos. Os testes visaram verificar a relagao
das amostras (teste da monofilia), a estruturagcdo em funcdo dos pontos de coleta
(teste da estruturacéo) e as divergéncias intra e interespecificas (teste do barcoding
gap). Nos testes foram calculadas as distancias par-a-par entre as sequéncias das
amostras de Pseudoplatystoma e feitos testes de reamostragens com diferentes

numeros de amostras.

Teste 1: 5 amostras ao acaso/1000 permutacées.
Teste 2: 10 amostras ao acaso/1000 permutagoes.

Teste 3: todas as amostras.

No Teste 1 foram usadas reamostragens ao acaso das distancias de até 5
amostras da cada espécie. No Teste 2, foram usadas reamostragens ao acaso das
distancias de até 10 amostras da cada espécie. No Teste 3, foram usadas as
distancias de todas as amostras da cada espécie. Esses testes foram realizados
com auxilio de programas feitos na linguagem de programacdo R (R Development
Core Team, 2005) e foram calculados os seguintes indices: média da distancia
maxima e desvio padrao, intervalos de confianca de 95% e 99%, média e desvio
padrdo, intervalos de confiangca de 95% e 99% e o barcoding gap (Anexo B). Em

todos os testes foram utilizadas 1000 permutacdes e para plotagem das distancias
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foi usadas a funcao locfit.

RESULTADOS

Banco de Dados

O banco construido como padrao de sequéncias de amostras com referéncias
em imagens somou 78 sequéncias, 61 de P. fasciatum, 14 de P. tigrinum e trés de P.
reticulatum. Este obteve 100% de identificagdo correta entre imagens e sequéncias.
Foi entdo obtida uma arvore Neighbour-joining da divergéncia nucleotidica das 78
sequéncias de Pseudoplatystoma e os dois grupos externos, na qual todas as

espécies formaram grupos monofiléticos (Figura 6 e Tabelas 2 e 3).

Tabela 3. Distancia média entre as espécies de Pseudoplatystoma e em relagdo aos grupos externos

obtida no programa MEGA (banco padréo).

(1 [& B8 [4 [9]
[1] P. fasciatum -
[2] P. tigrinum 0,023 -
[3] P. reticulatum 0,023 0,018 -
[4] S. planiceps 0,107 0,109 0,106 -

[5] H. platyrhynchos 0,143 0,141 0,143 0,149 -
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Figura 6. Arvore Neighbour-joining da divergéncia nucleotidica das sequéncias do COI entre trés
espécies do género Pseudoplatystoma e dois grupos externos, usando o método Kimura-2-

parametros com andlise de bootstrap com 1000 réplicas.
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Das 78 sequéncias, 72 possuem um tamanho de 652 pares de bases e seis

sequéncias sao fragmentos menores (>620 pb). Nao foram verificadas insercdes,

delecdes, cédigos de parada ou alteracdes nas sequéncias de aminoacidos. A seguir
0S numeros de acesso do GenBank: GU570706 a GU570942, e do BOLD:

OMFAF001 a OMFAF237.

A composicdo nucleotidica média do gene COI dos 78 individuos de

Pseudoplatystoma foi de: 27,71% para citosina, 27,95% para timina, 27,04% para
adenina e 17,31% para guanina. O indice médio de GC foi de 45,02%, sendo 57%,

42,83% e 34,78% os valores médios para primeira, segunda e terceira base dos

codons, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao nucleotidica do gene COIl (minima, média, maxima e desvio padrao) do banco

padréo.

Min. Méd. Max. D.P.
G % 16,72 17,31 17,94 0,028
C% 27,21 27,71 27,91 0,015
A % 26,25 27,04 27,81 0,030
T % 27,65 27,95 28,66 0,018
GC % 44,53 45,02 45,44 0,019
GC % Codon Pos 1 56,04 57 57,08 0,023
GC % Codon Pos 2 42,44 42,83 44,02 0,025
GC % Codon Pos 3 34,05 34,78 35,89 0,047

Os resultados do BOLD mostraram para o banco padrdo uma distancia

nucleotidica intraespecifica média de 0,098% e a interespecifica de 2,26% no género

Pseudoplatystoma (Tabela 5). Um grafico mostrando as frequéncias das distancias

pode ser observado na Figura 7.
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Tabela 5. Valores médios das distancias intra e interespecificas do gene COI (distdncia minima,

média, maxima e desvio padrdo) do banco padrao calculados no BOLD (K2P).

N Comparagoes Dist. Min. Dist. Méd. Dist. Max. D.P.
Intraespecifica 78 1924 0,0000 0,0009 0,0077 0,00003
Interespecifica 78 1079 0,0147 0,0226 0,0299 0,00005
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Figura 7. Distribuicao das distancias intra (A) e interespecificas (B) do gene COI do banco padréo.

Em um segundo momento foram acrescidas as sequéncias de amostras sem
referéncias em imagens e o banco de dados somou 229 sequéncias (151 novas
sequéncias). Este obteve 91,26% (20 de 229) de identificacdo correta entre as
espécies identificadas a posteriori pelas sequéncias e a identificagdo atribuida a
priori. O aparente resultado de ineficiéncia (8,74%) do DNA Barcoding foi atribuido a
erros de identificagdo a priori em virtude da confiabilidade do primeiro banco, aos
altos valores de confianca que sustentam os clados na arvores de distancias e a
clara presenca do barcoding gap, assim pode-se afirmar que os 8,74% de falta de
correspondéncia nao seriam explicados pela ineficiéncia da identificagdo do DNA

Barcoding ou compartilhamento de haplétipos entre as espécies. A identificacao a
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priori errada foi corrigida para as analises.

Com essa confirmacao da identificacao das espécies a posteriori somaram-se
as seguintes quantidades de sequéncias para cada espécie no banco completo: 143
de P. fasciatum, 63 de P. tigrinum, 10 de P. reticulatum e nove de P. magdaleniatum.
A arvore Neighbour-joining das 229 sequéncias de Pseudoplatystoma, mais os dois

grupos externos também apresentou todos os grupos monofiléticos (Anexo A).

Diversidade Genética

Foram obtidas 237 sequéncias, 229 do género Pseudoplatystoma e oito dos
dois grupos externos. Destas, 200 com 652 pares de bases e 37 sequéncias sao
fragmentos menores (>517 pb). Nao foram verificadas insercdes, delegdes, codigos
de parada ou alteracbes nas sequéncias de aminoacidos intragenéricas. A seguir 0s
numeros de acesso do GenBank: GU570706 a GU570942, e do BOLD: OMFAF001 a
OMFAF237.

A composi¢cdo nucleotidica do gene COIl dos 229 individuos de
Pseudoplatystoma foi de: 27,67% para citosina, 27,98% para timina, 26,94% para
adenina e 17,4% para guanina. O indice médio de GC foi de 45,07%, sendo 56,95%,
42.82% e 35,04% os valores médios para primeira, segunda e terceira base dos
cédons respectivamente (Tabela 6). Nao foi observado saturacdo entre as

substituigcdes nucleotidicas com a distancia genética (Figura 8).

Tabela 6. Composicédo nucleotidica do gene COI (minima, média, méxima e desvio padrao) do banco

completo.

Min. Méd. Max. D.P.
G % 16,37 17,4 18,87 0,03
C% 27,21 27,67 28,1 0,01
A % 25,46 26,94 27,81 0,03
T % 27,61 27,98 29,15 0,01
GC % 4413 45,07 46,32 0,02
GC % Codon Pos 1 54,45 56,95 57,08 0,02
GC % Codon Pos 2 42,02 42,82 44,08 0,02
GC % Codon Pos 3 34,05 35,04 38,65 0,05
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Figura 8. Gréafico do niumero de substituicées nucleotidicas (transigdes — s, e transversdes — v) contra

a distancia genética do gene COI (banco completo).

Foram encontrados 36 haplotipos entre as 229 sequéncias de
Pseudoplatystoma, 29 sitios polimérficos e 30 mutacdes. A diversidade haplotipica
variou de 0,3713 a 0,5691 e a diversidade nucleotidica de 0,00085 a 0,00119. Estas
informacdes mais detalhadas podem ser visualizadas na Tabela 7, assim como as

médias das diferencas par-a-par e os resultados dos testes D de Tajima e Fs de Fu.
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Tabela 7. indices de polimorfismo de DNA das quatro espécies de Pseudoplatystoma analisadas e
testes de neutralidade (banco completo). N (tamanho da amostra), H (nUmero de haplétipos), S (sitios
polimérficos), ETA (nimero de mutacoes), HD (diversidade haplotipica), Pl (diversidade nucleotidica),

K (médias das diferencas par-a-par).

Espécie N H S ETA HD PI K Dde Tajima Fsde Fu
P. fasciatum 143 23 19 20 0,5691 0,00119 0,671 -2,25969* -19,55*
P. tigrinum 67 8 7 7 0,3713 0,00088 0,436 -1,76036 -6,477
P. reticulatum 10 3 2 2 0,5111 0,00094 0,55556 -0,69098 -0,691

P. magdaleniatum 9 2 1 1 0,5556 0,00085 0,55556 1,40117 1,015
TOTAL 229 36 29 30

*Resultado significativo

Os resultados do BOLD mostraram uma distancia nucleotidica intraespecifica
média de 0,10% e a interespecifica de 3,07% no género Pseudoplatystoma (Tabela
8). Um gréfico mostrando as frequéncias das distancias pode ser observado na

Figura 9.

Tabela 8. Valores médios das distancias intra e interespecificas do gene COI (distancia minima,

média, méxima e desvio padrdo) do banco completo calculados no BOLD (K2P).

M Comparagbes Dist. Min. Dist. Min. DOist. Min.  D.P.
Intraespecifica 229 12445 0,0000 0,0010 0,0077 000001
Interespecifica 229 13661 0,0146 0,0307 0,0877 0,00018
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Figura 9. Distribuicao das distancias das espécies de Pseudoplatystoma intra (A) e interespecificas
(B) do gene COI do banco completo.

Validacao do DNA Barcoding

Nos testes realizados para a validacdo do DNA Barcoding como o banco
padrao todos espécies de Pseudoplatystoma sempre mostraram-se monofiléticos e
as divergéncias intraespecificas sempre foram inferiores as interespecificas.

Foram obtidos os valores para os testes: distancia maxima, desvio padréo e
intervalos de confianca de 95% e 99% (Tabela 9), média da distancia, desvio padréo

e intervalos de confianca de 95% e 99% (Tabela 10) e o barcoding gap (Figura 10).
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Figura 10. Representacao do barcoding gap entre as espécies de Pseudoplatystoma (frequéncia
absoluta de amostragens de distancias par-a-par). A esquerda os resultados dos teste com

reamostragens de 5 individuos e a direita de 10 individuos (banco padrao).



Tabela 9. Distancia maxima intra e interespecifica e desvio padrao, intervalos de confianca de 95% e
99% para subamostragens com 5, 10 e todas as amostras do banco com referéncias em imagens. Ao
lado do nome das espécies aparece o nimero amostral total e ainda os intervalos de confianga (IC)

(banco padrao).

Teste 1 (N =5)

P. fasciatum

P. tigrinum

P. reticulatum

Média 0,0023 + 0,0018
P. fasciatum (61) 1C 95% (0,0000 — 0,0062)
IC 99% (0,0000 — 0,0065)
Média 0,0250 + 0,0017 0,0016 £ 0,0011
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0219 - 0,0281)  (0,0000 — 0,0032)
IC 99% (0,0219 - 0,0291)  (0,0000 — 0,0032)
Média 0,0232 + 0,0015 0,0175 £ 0,0008 0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0214 - 0,0264) (0,0163 —0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0214 - 0,0264) (0,0163 —0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
Teste 2 (N =10)
Média 0,0039 + 0,0018
P. fasciatum (61) 1C 95% (0,0065 — 0,0015)
IC 99% (0,0000 — 0,0077)
Média 0,0267 + 0,0015 0,0029 + 0,0006
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0242 - 0,0291)  (0,0016 — 0,0032)
IC 99% (0,0234 — 0,0298) (0,0015 — 0,0032)
Média 0,0242 + 0,0014 0,0182 £ 0,0004 0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0214 - 0,0264) (0,0168 —0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0214 - 0,0278)  (0,0163 —0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
Teste 3 (todas)
Média 0,0084 + 0,0000
P. fasciatum (61) 1C 95% 0,0084 — 0,0084
IC 99% 0,0084 — 0,0084
Média 0,0293 + 0,0000 0,0032 £ 0,0000
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0293 — 0,0293)  (0,0032 — 0,0032)
IC 99% (0,0293 - 0,0293)  (0,0032 — 0,0032)
Média 0,0278 + 0,0000 0,0185 £ 0,0000 0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0278 - 0,0278)  (0,0185-0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0278 - 0,0278)  (0,0185-0,0185)  (0,0000 — 0,0000)
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Tabela 10. Distancia média intra e interespecifica e desvio padrao, intervalos de confianga de 95% e
99% para subamostragens com 5, 10 e todas as amostras do banco com referéncias em imagens. Ao
lado do nome das espécies aparece o nimero amostral total e ainda os intervalos de confianga (IC)

(banco padrao).

Teste 1 (N=5) P. fasciatum P. tigrinum P. reticulatum
Média  0,0010 + 0,0008
P. fasciatum (61) 1C 95% (0,0000 — 0,0025)
IC 99% (0,0000 — 0,0034)
Média 0,0229 £ 0,0007  0,0007 = 0,0005
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0216 - 0,0240) (0,0000 — 0,0013)
IC 99% (0,0212 —0,0247) (0,0000 — 0,0018)
Média 0,0220 + 0,0007  0,0166 + 0,0003  0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0214 —0,0232) (0,0160 —0,0171) (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0214 —0,0239) (0,0160 —0,0175) (0,0000 — 0,0000)
Teste 1 (N=10)
Média  0,0010 + 0,0005
P. fasciatum (61) 1C 95% (0,0003 — 0,0019)
IC 99% (0,0000 — 0,0023)
Média 0,0231 £ 0,0006  0,0007 + 0,0002
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0221 —0,0240) (0,0003 — 0,0009)
IC 99% (0,0213 —0,0244) (0,0003 — 0,0009)
Média 0,0222 + 0,0006  0,0168 + 0,0002  0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0214 —0,0233) (0,0163 —0,0171) (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0214 —0,0235) (0,0162-0,0171) (0,0000 — 0,0000)
Teste 1 (todas)
Média  0,0010 + 0,0000
P. fasciatum (61) 1C 95% (0,0010 —0,0010)
IC 99% (0,0010 — 0,0010)
Média 0,0229 £ 0,0000  0,0007 = 0,0000
P. tigrinum (14) IC 95% (0,0229 — 0,0229) (0,0007 — 0,0007)
IC 99% (0,0229 — 0,0229) (0,0007 — 0,0007)
Média  0,0230 £ 0,0000 0,0169 + 0,0000 0,0000
P. reticulatum (3) 1C 95% (0,0230 —0,0230) (0,0169 —0,0169) (0,0000 — 0,0000)
IC 99% (0,0230 — 0,0230) (0,0169 —0,0169) (0,0000 — 0,0000)
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Quando acrescidas mais sequéncias, formando o banco completo, foram
obtidos os os valores para os testes: distancia maxima, desvio padrdo e intervalos
de confianca de 95% e 99% (Tabela 11), média da distancia, desvio padrao e
intervalos de confianca de 95% e 99% (Tabela 12) e o barcoding gap (Figura 11).
Novamente nos testes de validagcdo do DNA Barcoding todas as espécies de
Pseudoplatystoma sempre mostraram-se monofiléticas, ndo houve estruturacdo em
funcédo dos pontos de coletas (Figura 12) e as divergéncias intraespecificas sempre

foram inferiores as interespecificas (Tabelas 11 e 12).
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absoluta de amostragens de distancias par-a-par). A esquerda os resultados dos teste com

reamostragens de 5 individuos e a direita de 10 individuos (banco completo).
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Tabela 11. Distancia maxima intra e interespecifica e desvio padrao, intervalos de confianga de 95% e

99% para subamostragens com 5, 10 e todas as amostras. Ao lado do nome das espécies aparece 0

nimero amostral total e ainda os intervalos de confianca (IC) (banco completo).

Teste 1 (N =5) P. fasciatum P. tigrinum P. reticulatum P. magdaleniatum
Média  0,0025 £ 0,0017
P. fasciatum (143) IC 95% (0,0000 —0,0062)
IC99% (0,0000 - 0,0065)
Média  0,0259 + 0,0021 0,0017 £ 0,0014
P. tigrinum (76) IC 95% (0,0226 —0,0298)  (0,0000 — 0,0039)
IC99% (0,0219-0,0319) (0,0000 —0,0052)
Média  0,0266 £ 0,0022 0,0209 £ 0,0024 0,0021 £ 0,0010
P. reticulatum (10) IC 95% (0,0239-0,0301) (0,0180—-0,0264) (0,0000—0,0034)
IC99% (0,0221 -0,0326) (0,0169 —0,0264) (0,0000 —0,0034)
Média  0,0772 £ 0,0023 0,0818 £ 0,0035 0,0826 + 0,0020 0,0015 £ 0,0001
P. magdaleniatum (9) 1C 95% (0,0738-0,0815) (0,0774—-0,0886) (0,0795-0,0850) (0,0015-0,0015)
IC99% (0,0738-0,0830) (0,0774-0,0920) (0,0777-0,0850) (0,0015-0,0015)
Teste 2 (N =10)
Média  0,0040 £ 0,0018
P. fasciatum (143) IC 95% (0,0015-0,0072)
IC99% (0,0000-0,0081)
Média  0,0279 £ 0,0023 0,0029 +0,0013
P. tigrinum (76) IC95% (0,0247 -0,0321)  (0,0000 — 0,0052)
IC99% (0,0238-0,0339) (0,0000 —0,0058)
Média  0,0271 £0,0015 0,0213+0,0016 0,0034 +0,0000
P. reticulatum (10) IC95% (0,0260-0,0296) (0,0190 —0,0239) (0,0034 —0,0034)
IC99% (0,0243-0,0311)  (0,0190 - 0,0257) (0,0034 —0,0034)
Média  0,0791 £ 0,0024 0,0845 +0,0035 0,0840 + 0,0000 0,0015 £ 0,0000
P. magdaleniatum (9) 1C 95% (0,0756 —0,0828)  (0,0791 —0,0904) (0,0840-0,0840) (0,0015-0,0015)
IC99% (0,0738-0,0840) (0,0774-0,0922) (0,0840-0,0840) (0,0015-0,0015)
Teste 3 (todas)
Média  0,0090 £ 0,0000
P. fasciatum (143) IC 95% (0,0090 —0,0090)
IC99% (0,0090 —0,0090)
Média  0,0379 £ 0,0000 0,0061 +0,0000
P. tigrinum (76) IC95% (0,0379-0,0379) (0,0061 —0,0061)
IC99% (0,0379-0,0379) (0,0061 —0,0061)
Média  0,0311 £0,0000 0,0268 £ 0,0000 0,0034 +0,0000
P. reticulatum (10) IC95% (0,0311-0,0311) (0,0268 —0,0268) (0,0034 —0,0034)
IC99% (0,0311-0,0311) (0,0268 — 0,0268) (0,0034 —0,0034)
Média  0,0824 £ 0,0000 0,0942 £ 0,0000 0,0840 +0,0000 0,0015 £ 0,0000
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Tabela 12. Distancia média intra e interespecifica e desvio padrao, intervalos de confianga de 95% e

99% para subamostragens com 5, 10 e todas as amostras. Ao lado do nome das espécies aparece 0

nimero amostral total e ainda os intervalos de confianca (IC) (banco completo).

Teste 4 (N =5)

P. fasciatum

P. tigrinum

P. reticulatum

P. magdaleniatum

P. fasciatum (143)

P. tigrinum (76)

P. reticulatum (10)

P. magdaleniatum (9)

Teste 5(N=10)

P. fasciatum (143)

P. tigrinum (76)

P. reticulatum (10)

P. magdaleniatum (9)

Teste 6 (todas)

P. fasciatum (143)

P. tigrinum (76)

P. reticulatum (10)

P. magdaleniatum (9)

Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%

Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%

Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%
Média
IC 95%
IC 99%

0,0011 * 0,0008
(0,0000 — 0,0026)
(0,0000 — 0,0033)
0,0237 + 0,0013
(0,0219 — 0,0264)
(0,0213 — 0,0276)
0,0242 + 0,0018
(0,0220 — 0,0277)
(0,0217 — 0,0284)
0,0750 + 0,0020
(0,0728 — 0,0786)
(0,0724 — 0,0799)

0,0011 + 0,0006
(0,0003 — 0,0022)
(0,0000 — 0,0028)
0,0243 + 0,0014
(0,0224 — 0,0272)
(0,0216 — 0,0282)
0,0237 + 0,0004
(0,0232 — 0,0245)
(0,0230 — 0,0250)
0,0762 + 0,0022
(0,0730 — 0,0798)
(0,0728 — 0,0806)

0,0012 + 0,0000
(0,0012 — 0,0012)
(0,0012 — 0,0012)
0,0281 + 0,0000
(0,0281 — 0,0281)
(0,0281 — 0,0281)
0,0245 + 0,0000
(0,0245 — 0,0245)
(0,0245 — 0,0245)
0,0777 + 0,0000
(0,0777 — 0,0777)
(0,0777 — 0,0777)

0,0007 + 0,0006
(0,0000 — 0,0019)
(0,0000 — 0,0023)
0,0189 + 0,0022

(0,0169 — 0,0240)
(0,0163 — 0,0243)
0,0800 + 0,0031

(0,0759 — 0,0864)
(0,0756 — 0,0878)

0,0007 + 0,0004
(0,0000 — 0,0015)
(0,0000 — 0,0019)
0,0183 + 0,0009

(0,0176 — 0,0203)
(0,0174 — 0,0208)
0,0819 + 0,0029

(0,0765 — 0,0871)
(0,0762 — 0,0883)

0,0009 + 0,0000
(0,0009 — 0,0009)
(0,0009 — 0,0009)
0,0209 + 0,0000
(0,0209 — 0,0209)
(0,0209 — 0,0209)
0,0884 + 0,0000
(0,0884 — 0,0884)
(0,0884 — 0,0884)

0,0009 + 0,0004
(0,0000 — 0,0016)
(0,0000 — 0,0017)
0,0804 + 0,0020
(0,0769 — 0,0832)
(0,0765 — 0,0835)

0,0009 + 0,0000
(0,0009 — 0,0009)
(0,0009 — 0,0009)
0,0816 + 0,0000

(0,0816 — 0,0816)
(0,0816 — 0,0816)

0,0009 + 0,0000
(0,0009 — 0,0009)
(0,0009 — 0,0009)
0,0816 + 0,0000

(0,0816 — 0,0816)
(0,0816 — 0,0816)

0,0009 + 0,0001
(0,0006 — 0,0009)
(0,0006 — 0,0009)

0,0009 + 0,0000
(0,0009 — 0,0009)
(0,0009 — 0,0009)

0,0009 + 0,0000
(0,0009 — 0,0009)
(0,0009 — 0,0009)
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Figura 12. Representacdo do barcoding gap entre as espécies de Pseudoplatystoma (frequéncia
absoluta de amostragens de distancias par-a-par). Acima reamostragens de uma populagcéo da cada
espécie (P. fasciatum e P. tigrinum) e abaixo reamostragens com duas populagbes de cada. A
esquerda os resultados dos teste com reamostragens de 5 individuos e a direita de 10 individuos

(banco completo).

Pseudoplatystoma

Nenhuma potencial nova espécie de Pseudoplatystoma foi encontrada.
Quanto a ocorréncias das espécies, P. fasciatum foi encontrada em toda a area
encontrada

amostrada na Bacia Amazbnica. Pseudoplatystoma tigrinum foi
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principalmente ao longo da calha principal do Rio Amazonas, assim como, nos Rios
Madeira, Purus, Jurud e Branco. Pseudoplatystoma reticulatum foi encontrada
apenas no Rio Negro. E P. magdaleniatum apenas no Rio Magdalena, da bacia de

mesmo nome.

DISCUSSAO

Banco de Dados

Primeiramente foi construido e analisado um banco dados padrdao compostos
apenas por sequéncias com referenciais em imagens dos individuos, o qual pode ser
usado como banco de referéncia seguro para identificacdo a posteriori de novos
espécimens. Este obteve 100% de identificagcdo correta entre as identificacées a
priori e o resultado da identificacdo a posteriori do DNA Barcoding. Assim, pode-se
concluir que este foi efetivo na identificacdo das espécies do género
Pseudoplatystoma. Desta forma, podemos usar o DNA Barcoding para identificacao
a posteriori de amostras sem referenciais em imagens ou até mesmo de origem

desconhecida com confianga.

O banco de dados completo com todas as amostras, com e sem referéncias
em imagens, obteve 91,26% de identificacdo correta entre as espécies identificadas
a posteriori pelas sequéncias e a identificacdo atribuida a priori. Em virtude da
confiabilidade do primeiro banco e também dos altos valores de confianca que
sustentam os clados na arvores de distancias pode-se afirmar que os 8,74% de nao
correspondéncia seriam melhor explicados por erros na identificagdo a priori dos
espécimens e nao pela ineficiéncia da identificacdo do DNA Barcoding ou

compartilhamento de haplétipos entre as espécies.

A incongruéncia nesse caso pOde ser testada em virtude de um conjunto de
amostras referencias, o que permitiu explicad-la. Os trabalhos que usam DNA
Barcoding na identificacdo de espécies podem ter os mesmos tipos de problemas na

identificacdo a priori dos espécimens. Isso vem a corroborar que parte dos
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resultados de ineficiéncia na identificacdo por DNA Barcoding esta nos bancos de
amostras identificadas a priori, € possivelmente, também associado a ndo monofilia
de algumas espécies. Assim, um teste de validacdo com amplas amostragem seria

uma possibilidade interessante em casos de estudos mais detalhados.

Diversidade Genética

A composicao nucleotidica dos 652 pares de bases do gene COIl de
Pseudoplatystoma é muito préxima com a relatada para teledsteos. As proporcdes
nucleotidicas mantém as mesmas proporgcées destes, com a base timina sendo a
mais comum, depois citosina, adenina e por ultimo guanina. O conteudo de GC,
considerando o banco completo, foi de 45,07% comparado aos 47,1% relatados para
os teledsteos (Ward et al., 2005). Os valores de GC nos codons também apresentam
um padrdo de diminuicdo do seu conteudo no sentido da primeira para a terceira
base.

Os resultados das distancias intraespecificas de 0,103% ficaram abaixo da
média de 0,34% constatada por Ward (2009) para os peixes, o que evidencia uma
baixa variabilidade genética nas espécies do género, embora, 0 autor ressalte que
esse valor mais elevado em seu estudo quando comparada com as aves (0,22%),
pode ser ao menos em parte por erros taxonémicos (ndo reconhecimento de
complexos de espécies cripticas) e/ou alguns erros de identificacdo. No entanto,
também podem ser explicadas por diferencas nas taxas evolutivas (Kumar, 2005) ou
nas diferentes histérias evolutivas das espécies (Ward, 2009).

Considerando o banco completo, as diversidades haplotipicas e em especial
as nucleotidicas foram muito baixas, destacando a diferenca quando comparadas
com as diversidades, de uma espécie do mesmo género, de P. corruscans (h =
0,814; m = 0,007) e P. reticulatum (h = 0,952; m = 0,007) (Bignotto et al., 2009). No
entanto, muito provavelmente estas diferencas sejam muito mais relacionadas as
diferencas entre os marcadores do que diferencas entre as espécies ou populagdes.

Os resultados dos testes D de Tajima e Fs de Fu indicam algum tipo de
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desequilibrio apenas para espécie P. fasciatum. Isso pode sugerir uma expansao
populacional recente. As implicagdes disso na eficiéncia do DNA Barcoding ainda
ndo sao avaliadas, no entanto essa expansao populacional recente pode fazer com
que a diversidade intraespecifica observada seja menor do que a esperada de modo

a facilitar a existéncia do barcoding gap.

Validacao do DNA Barcoding

O DNA Barcoding é uma ferramenta molecular poderosa com muito potencial
na identificacdo de espécies. No entanto a maior parte dos trabalhos ainda estao
restritos a regido neartica, embora em todas as regides do mundo os trabalhos
sejam crescentes. A regido neotropical, a mais biodiversa, ainda apresenta poucos
trabalhos representativos, como aves da Argentina (Kerr et al., 2009), morcegos da
Guiana (Clare et al., 2007) e peixes do México e Guatemala (Valdez-Moreno et al.,
2009). A Amazbnia, em especial, ainda € uma grande lacuna nas amostragens do

DNA Barcoding e sem duvida sera um grande desafio para este.

Neste trabalho foram realizados testes de validagdo do DNA Barcoding onde
foram testadas monofilia dos grupos, estruturacao das populacbes e o barcoding
gap em um género de grande bagres amazénicos. Todas as espécies de
Pseudoplatystoma analisadas no presente trabalho sempre mostraram-se
monofiléticos e as divergéncias intraespecificas sempre foram inferiores as
interespecificas, ou seja, foi verificado o barcoding gap em todos os casos. Por isso,
a identificacao das espécies de Pseudoplatystoma por DNA Barcoding mostrou-se
eficiente neste caso. Quando avaliada a variacdo ao longo da distribuicao das
espécies, ndao houve nenhum tipo de estruturagcdo em funcédo dos pontos de coletas.

Por isso conclui-se que as populagdes de Pseudoplatystoma séo panmiticas.

Deste forma este trabalho contribui na validacdo da eficacia do DNA
Barcoding na identificacdo de espécies, em especial de peixes. Isso porque que,

este foi efetivo na diferenciacdo das espécies do género Pseudoplatystoma, sendo
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identificadas quatro espécies de um total de seis espécies propostas para o género.
Tal resultado mostra que é possivel a identificacdo de espécies proximas mesmo
com uma ampla amostragem ao longo das distribuicbes das espécies, visto que
foram coletadas amostras de duas espécies em 21 pontos ao longo da bacia
amazébnica. As divergéncias intra e interespecificas foram 0,10% e 3,08%
respectivamente, o que representa uma grandeza de 30 vezes, semelhante a de 25
vezes reportada por Ward et al. (2005). Desta forma, esses resultados também
indicam que o barcoding gap pode existir mesmo com uma ampla amostragem e
independentemente do nivel de relagdo entre as espécies estudadas, neste caso o

barcoding gap nao seria um artefato de amostragem insuficiente ao longo do taxa.

Os resultados mostram que um critério para delimitacdo das espécies
baseado em um limiar (2% ou 5%) ndo se aplicaria neste caso. Visto que ha
divergéncias, tanto intraespecificas quanto interespecificas, abaixo desses valores
no caso das espécies P. tigrinum e P. reticulatum que possuem valores de 1,6% de
divergéncia (Tabela 12). Neste caso serda a presenca do barcoding gap, o fato
determinante que diferencia uma espécie da outra e o critério de divergéncia de 10x

entre divergéncias intraespecificas e interespecificas nao se aplicaria.

E sabidamente conhecido que a quantidade de amostras é uma variavel que
influencia na eficiéncia do DNA Barcoding. Este trabalho pode ajudar no melhor
entendimento do tamanho dessa influéncia. O barcoding gap foi verificado em todos
os testes realizados, no entanto percebeu-se que este pode ter uma reducdo de
cerca de dez vezes dependendo da amostragem, ou seja, isso quer dizer um
barcoding gap que em geral pode ter uma grandeza de 30 vezes entre divergéncia
intraespecifica e interespecifica, pode ser reduzido para menos de 3 vezes com 0
aumento da amostragem. As implicagdes disso nos resultados do DNA Barcoding
sem duvidas sao grandes.

Em geral, sdo usados como padréo cinco individuos por espécie no uso do
DNA Barcoding (Ward et al., 2009), no entanto muitas espécies, se ndo a maioria,

possuem o DNA Barcode de menos de cinco espécimens, muitas ainda com apenas
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um ou dois espécimens. As implicagdes disso sdo importantes na medida que a
divergéncia intraespecifica pode ser subestimada e a divergéncia interespecifica
superestimada gerando um aparente barcoding gap inexistente ou simplesmente
maior que o real.

Hoje, por exemplo, ja sdo mais de 9000 espécies de peixes que possuem
DNA Barcode, com uma média de seis espécimens por espécie (BOLD, consultado
em Janeiro de 2010). Este esforco se deve principalmente pelo Barcoding Fish
(FishBOL), um grande esforco internacional para catalogacédo de todos as espécies
de peixes por DNA Barcoding. Na medida que os banco de DNA Barcode ficarem
completos, de forma a representar todas as espécies com uma média de cinco
espécimens por espécie, possivelmente isso ndo sera o suficiente para catalogagéao
de toda a biodiversidade, visto que a diversidade intraespecifica ainda estara
subestimada para muitas espécies. Um maneira de toda a biodiversidade ter maior
chance de ser catalogada por completo seria a avaliagdo mais refinada das
variagdes intraespecificas. Isso, no entanto, requereria amostragens maiores tanto
do numero do espécimens, quanto mais pontos ao longo da distribuicdo das

espécies em muitos dos casos.

Teste para validacao

Devido a necessidade de dar maior confiabilidade aos resultados do DNA
Barcoding, propde-se aqui um teste para validacao deste. O principal objetivo desse
teste é falsear a hipbtese de que um grupo seja monofilético. Além de testar a
monofilia também serd testado se ha estruturacao de populagbes e presenga ou ndo
do barcoding gap. A légica do teste visa sempre falsear a hipétese de que um grupo
seja monofilético com o aumento do ndmero de amostras de um mesmo ponto
amostral inicial ao longo da distribuicdo da espécie e/ou do aumento do pontos
amostrais. Caso uma determinada espécie também apresente estruturagcdo em
funcdo dos pontos amostrais a hipétese desse estruturacdo também sera testada

(Figura 13).
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A importancia de se testar a estruturacéo das populacoes é devida ao fato de
que quando se amostra apenas um ponto ao longo da distribuicdo de uma dada
espécie, a sua divergéncia intraespecifica pode estar sendo subestimada e
consequentemente superestimando-se o0 barcoding gap. Assim, para amostrar-se de
uma maneira representativa a diversidade intraespecifica, precisar-se-ia amostrar um
nuamero suficiente de individuos e em caso da existéncia de estrutura populacional,
este individuos precisam ser amostrados em diferentes localidades. Para o DNA
Barcoding, a amostragem de multiplas localidades distantes entre si teria vantagem
em relacdo a amostrar-se na mesma localidade, porque aumentam-se as chances
de encontrar mais alelos nas espécies (diversidade génica) e caso exista estrutura
(se estes alelos estdo estruturados geograficamente), a mostragem do outro ponto
ajudaria a resolver um problema de subamostragem.

Como nao ha um numero magico, mas em geral se usam cinco amostras por
espécie, este sera o numero inicial padrao para o teste. Assim, um novo ponto de
amostragem necessariamente significard mais cinco amostras desse ponto, da
mesma forma que mais amostras de um mesmo ponto também significardo mais

cinco amostras desse mesmo ponto.

Teste da Monofilia Teste da Estrutura

Grupo
Nao-Monofilético

Sem estruturacao
populacional

J i i I

Com estruturacao
populacional

Grupo
Monofilético

Figura 13. Diagrama dos testes de monofilia e estruturagdo dos grupos mostrando que o acréscimo

de amostras ou pontos amostrais sempre sera no sentido de falsear a hipétese de que os grupos
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sejam monofiléticos ou estruturados.

O teste dar-se-ia da seguinte forma: inicialmente amostra-se UM ponto ao
longo da distribuicao de pelo menos DUAS espécies. Como resultado inicial ha duas
possibilidades, os grupos podem ser MONOFILETICOS ou NAO-MONOFILETICOS.
Se os grupos apresentarem-se NAO-MONOFILETICOS, independente de
amostragens de outras localidades ou mais individuos da mesma localidade, estes
permanecerdo NAO-MONOFILETICOS, assim ndo cabendo ampliar a amostragem
para negar a monofilia do grupo. O fato que explicaria tal resultado possivelmente
estaria no recente tempo de divergéncia destas espécies ou ao fato do grupo
necessitar de uma revisdo. Funk e Omland (2003) avaliaram que 23% das espécies
de metazoarios ndo sao monofiléticas. Para o caso do grupo apresentar-se
MONOFILETICO, seria necessaria a ampliagdo da amostragem. Ha duas
possibilidades, amplia-se 0 nimero de amostra do mesmo ponto ou amostra-se
outro ponto. Esta dltima possibilidade é mais poderosa, porque além de testar a
monofilia sera testado se ha estruturagdo. Seriam entdo amostrado DOIS pontos ao

longo da distribuigdo de pelo menos DUAS espécies (Figura 14).

MAIS PONTOS
ou .
APENAS MAIS INDIVIDUOS

Grupo
Nao-Monofilético [ Grupo ] [ Grupo ]

UM PONTO DOIS PONTOS

Nao-Monofilético Nao-Monofilético

[ M Grupo H[ Div. Intra. > H Div. Intra. > ]
onofilético
[ Div. Intra. = ] [ Div. Intra. = ]

Figura 14. Diagrama do desenho amostral do teste de validagédo do DNA Barcoding.
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Como resultado da amostragem de dois pontos 0S grupos que eram
MONOFILETICOS podem se mostrar que de fato eram NAO-MONOFILETICOS ou
continuariam MONOFILETICOS. Preferencialmente, novos pontos deveriam ser o
mais distantes possiveis do ponto inicial. No caso dos grupos manterem-se
MONOFILETICOS, estes poderiam apresentar ou ndo estruturagdo em fungdo dos
pontos de coleta. No caso de ndo apresentarem estruturagdo e ndo apresentarem
mudanca significativa da divergéncia intraespecifica ndo seria mais necessaria a
ampliacdo da amostragem. Isso indicaria que seria muito provavel que por mais
pontos e exemplares que se amostrasse, a diferengca ndo mudaria significativamente
para revelar que os grupos seriam de fato NAO-MONOFILETICOS. Apresentando
estruturacdo em funcao dos pontos de coleta e mudanca significativa da divergéncia
intraespecifica deveria-se novamente aumentar-se a amostragem. Agora o teste
seria em fungao de explicar a mudancga na divergéncia, se esta seria em fungao do
novo ponto de amostragem ou apenas em fungdo das novas amostras. Assim,
seriam acrescidas novas amostras dos mesmos dois pontos. Os grupos mantendo-
se MONOFILETICOS poderiam ndo mais apresentar mudanca de divergéncia, e
assim concluiria-se que a variagdo anterior foi em funcdo dos pontos e ndo em
funcdo do niumero de amostras, o que entao pediria novos pontos. Ou se o0 aumento
de amostras dos mesmos pontos mudasse a divergéncia, poderia se concluir que
esta mudou em funcdo do aumento de amostras, 0 que pediria mais amostras dos
mesmos pontos. Esse processo de acréscimo de novos pontos de amostragem e/ou
novas amostras continuariam até a divergéncia nao mudar significativamente.

A concluséo do teste é que se houvesse uma estruturagcdo em funcao dos
pontos importaria onde coletar, mas caso n&o houvesse ndo importaria o local nem o
namero de pontos de coleta. Outra conclusdo seria acerca do tamanho amostral,
como resultado poderia se chegar a um tamanho minimo de amostras dependente
da variavel diversidade intraespecifica.

A proposicdo deste teste ndo tem o intuito de sugerir que para toda
catalogacao de espécies por DNA Barcoding haveria de ser realizado tal avaliacao.

Em geral o uso do DNA Barcoding tem por objetivo revelar um padréo geral da

37



biodiversidade conhecida e principalmente da desconhecida. Assim, esta proposi¢ao
se aplica a abordagens mais detalhadas que podem auxiliar na identificacdo de
padrées de diversidade e estruturacdo das espécies e como forma de validacao
mais apurada de uso do DNA Barcoding.

Finalmente, o que se conclui com esse estudo é que o DNA Barcoding é uma
ferramenta muito Gtil de grande potencial para a caracterizagdo da biodiversidade.
No entanto, os seus resultados devem ser interpretados com cuidado levando-se em
conta que estes estardo sujeitos a variaveis como tamanho amostral, diversidade

intraespecifica, estruturacdo populacional e monofilia das espécies.

Pseudoplatystoma

A filogenia do género Pseudoplatystoma foi recentemente publicada (Torrico
et al., 2009), no entanto ela ainda deixa algumas questées em aberto. Devido a
lacunas na amostragem, em especial na Amazénia Oriental e no Rio Negro (local
tipo da espécie P. reticulatum), poderia se perguntar se ainda haveriam mais
espécies que foram nao identificadas nessas regides. Se em fungdo da baixa
divergéncia em relagdo as outras espécies, P. reticulatum poderia ser considerada
uma espécie. Visto que Buitrago-Suarez e Burr (2007) e Torrico et al. (2009) nao
amostraram no Rio Negro, a distribuicdo de P. reticulatum é real? Esta espécie
estaria de fato no Rio Negro? Ou seriam duas espécies?

Os resultados do presente trabalho apontam para resultados que podem
ajudar a responder tais questoes. Foram identificadas quatro espécies que mostram-
se monofiléticas, sdo elas: P fasciatum, P. tigrinum, P. reticulatum e P.
magdaleniatum. Desta forma nenhuma nova espécie foi identificada dentre as quatro
analisadas de um total de seis propostas para o género, visto que foram inclusas
neste trabalho amostram da Amazédnia oriental e do Rio Negro, regides estas néo
amostradas anteriormente. Além disso, ha o fato da variagao fenotipica no padréo de
manchas que poderia suscitar a presenca de mais espécies, mas este fenébmeno de

fato mostrou-se ser apenas variagao fenotipica intraespecifica.
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Interessantemente, P. reticulatum foi encontrada no Rio Negro, local onde seu
holétipo foi descrito, sendo esta entdo a primeira confirmacao genética da espécie
na bacia da descrigdo original, visto que Buitrago-Suarez e Burr (2007) e Torrico et
al. (2009) nao amostraram tal espécie no Rio Negro. Isso ja responde a pergunta se
de fato esta espécie estaria no Rio Negro, embora ainda ndo deixe completamente
clara sua exata relacdo com a populacao da Bacia do Parana.

Quanto as areas de distribuigcéo, ficou claro a distribuicdo mais ampla de P,
fasciatum em relacdo a P. tigrinum. O primeiro se distribui por toda a bacia
amazoénica, enquanto o segundo nao foi encontrado em importantes tributarios do
Rio Amazonas, como o Negro, Tapajés, Xingu e Tocantins. Aparentemente ha uma

substituicao de P. tigrinum por P. reticulatum no Rio Negro.

CONCLUSOES

Conclui-se que o DNA Barcoding pode ser efetivo na identificacdo de
espécies e que o0 barcoding gap pode existir mesmo com uma ampla amostragem e
independentemente do nivel de relacdo entre as espécies estudadas, ndo sendo um
artefato de amostragem insuficiente ao longo da distribuicdo do taxa. Mas apesar de
sua eficiéncia, esta pode ser influenciada significantemente por variaveis como
tamanho amostral, diversidade intraespecifica, estruturagcao populacional e monofilia
das espécies.

Por fim, verificou-se que o DNA Barcoding foi eficiente para identificacdo do
género Pseudoplatystoma sendo este composto por trés espécies na Amazénia (P.
fasciatum, P. tigrinum e P. reticulatum) e observou-se uma alta correspondéncia entre
os clados identificados DNA Barcoding e as espécies identificadas morfologicamente

a priori.
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ANEXOS

Anexo A. Arvore Neighbour-joining da divergéncia nucleotidica das sequéncias do
COl entre as quatro espécies do género Pseudoplatystoma e dois grupos externos,
usando o modelo de distancia Kimura-2-parametros com analise de bootstrap 1000

réplicas.
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Anexo B. Fungdes usadas para os calculos.

Funcao (BarcodeDistance.r)

BarcodeDistance <- function(sp1,sp2,subsample=5,permutations=1000,dist. model="K80")

{

library(ape)
library(seqinr)

#---initialize variables----

spi.num <- length(sp1)
sp2.num <- length(sp2)

# if(sp1.num < subsample) {sp1.subsample = sp1.num} else {sp1.subsample = subsample}
# if(sp2.num < subsample) {sp2.subsample = sp2.num} else {sp2.subsample = subsample}

sp1.subsample <- ifelse(sp1.num < subsample, sp1.num, subsample)
sp2.subsample <- ifelse(sp2.num < subsample, sp2.num, subsample)

cutoff.95 <- as.integer(permutations*0.95)
cutoff.99 <- as.integer(permutations*0.99)
cutoff.05 <- as.integer(permutations*0.05)
cutoff.01 <- as.integer(permutations*0.01)

spl.maxi <- rep(NA, permutations)
sp1.meani <- rep(NA, permutations)
sp2.max1 <- rep(NA, permutations)
sp2.meani <- rep(NA, permutations)
inter.max1 <- rep(NA, permutations)
intermeani <- rep(NA, permutations)

#-----calculate metrics----
for (i in 1:permutations)

#-----permute sequences----
sp1 <- as.alignment(sp1)
seq.perm <- sample(sp1$seq,replace=F)
sp1$seq <- seq.perm
sp1 <- as.DNAbin(sp1)
sp1.sub <- sp1[c(1:sp1.subsample),]

sp2 <- as.alignment(sp2)

seq.perm <- sample(sp2$seq)
sp2$seq <- seq.perm

sp2 <- as.DNAbin(sp2)

sp2.sub <- sp2[c(1:sp2.subsample),]

write.dna(sp1.sub.file="mydata.fas',format="fasta’)
write.dna(sp2.sub,file="mydata.fas',format="fasta',append=T)
inter.sub <- read.dna(file='mydata.fas’,format="fasta’)
sequences <- length(inter.sub)

#-----calculate DNA distance---------
x <- dist.dna(sp1.sub,model=dist.model)
sp1.maxi[i] <- max(x)
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sp1.mean1i[i] <- mean(x)

x <- dist.dna(sp2.sub,model=dist.model)
sp2.max1[i] <- max(x)
sp2.mean1[i] <- mean(x)

y <- rep(NA, sp1.subsample*sp2.subsample)
z<-0
x <- dist.dna(inter.sub,model=dist.model,as.matrix=T)
for (j in (sp1.subsample+1):sequences)
{

for (k in 1:sp1.subsample)

{

z <-z+1

y[z] <- X[j;K]

}
}

inter.max1[i] <- max(y)
intermean1[i] <- mean(y)

}

#---generate output----
barcode.distance <- data.frame(sp1.mean1,sp1.max1,sp2.meani,sp2.maxi,inter.meani,inter.max1)
return(barcode.distance)

}

Sumario (BarcodeDistanceSummary.r)

BarcodeDistanceSummary <-
function(sp1,sp2,subsample=5,permutations=1000,dist.model="K80",barcode.distance)

{

library(ape)
library(seqinr)

#---initialize variables----

spl.num <- length(sp1)
sp2.num <- length(sp2)

# if(sp1.num < subsample) {sp1.subsample = sp1.num} else {sp1.subsample = subsample}
# if(sp2.num < subsample) {sp2.subsample = sp2.num} else {sp2.subsample = subsample}

sp1.subsample <- ifelse(sp1.num < subsample, sp1.num, subsample)
sp2.subsample <- ifelse(sp2.num < subsample, sp2.num, subsample)

cutoff.95 <- as.integer(permutations*0.95
cutoff.99 <- as.integer(permutations*0.99
(
(

— =

cutoff.05 <- as.integer(permutations*0.05
cutoff.01 <- as.integer(permutations*0.01

=

spl.max1 <- barcode.distance$spi.maxi
spi.meani <- barcode.distance$spi.mean1
sp2.max1 <- barcode.distance$sp2.max1
sp2.meani <- barcode.distance$sp2.meant
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inter.max1 <- barcode.distance$inter.max1
inter.mean1 <- barcode.distance$inter.mean1

#---summarize distances----

spl.max <- mean(sp1.max1)

spi.max.sd <- sd(sp1.max1)

sp1.max.sort <- sort(sp1.max1,decreasing=F)
spi.max.c95.upper <- sp1.max.sort[cutoff.95]
sp1.max.c95.lower <- sp1.max.sort[cutoff.05]
spi.max.c99.upper <- sp1.max.sort[cutoff.99]
sp1.max.c99.lower <- sp1.max.sort[cutoff.01]
spi.mean <- mean(sp1.meant)

spil.mean.sd <- sd(sp1.meant)

sp1.mean.sort <- sort(sp1l.meani,decreasing=F)
spi.mean.c95.upper <- spi.mean.sort[cutoff.95]
sp1.mean.c95.lower <- sp1.mean.sort[cutoff.05]
spi.mean.c99.upper <- spi.mean.sort[cutoff.99]
sp1.mean.c99.lower <- sp1.mean.sort[cutoff.01]

sp2.max <- mean(sp2.max1)

sp2.max.sd <- sd(sp2.max1)

sp2.max.sort <- sort(sp2.max1,decreasing=F)
sp2.max.c95.upper <- sp2.max.sort[cutoff.95]
sp2.max.c95.lower <- sp2.max.sort[cutoff.05]
sp2.max.c99.upper <- sp2.max.sort[cutoff.99]
sp2.max.c99.lower <- sp2.max.sort[cutoff.01]
sp2.mean <- mean(sp2.mean1i)

sp2.mean.sd <- sd(sp2.mean1)

sp2.mean.sort <- sort(sp2.mean1i,decreasing=F)
sp2.mean.c95.upper <- sp2.mean.sort[cutoff.95]
sp2.mean.c95.lower <- sp2.mean.sort[cutoff.05]
sp2.mean.c99.upper <- sp2.mean.sort[cutoff.99]
sp2.mean.c99.lower <- sp2.mean.sort[cutoff.01]

inter.max <- mean(inter.max1)

inter.max.sd <- sd(inter.max1)

inter.max.sort <- sort(inter.max1,decreasing=F)
inter.max.c95.upper <- inter.max.sort[cutoff.95]
inter.max.c95.lower <- inter.max.sort[cutoff.05]
inter.max.c99.upper <- inter.max.sort[cutoff.99]
inter.max.c99.lower <- inter.max.sort[cutoff.01]
inter.mean <- mean(inter.mean1)

inter.mean.sd <- sd(inter.meant)

inter.mean.sort <- sort(inter.mean1,decreasing=F)
inter.mean.c95.upper <- inter.mean.sort[cutoff.95]
inter.mean.c95.lower <- inter.mean.sort[cutoff.05]
inter.mean.c99.upper <- inter.mean.sort[cutoff.99]
inter.mean.c99.lower <- inter.mean.sort[cutoff.01]

#---generate output----

metrics <-
c('num.indiv','’num.sample’,'max’,'max.sd','max.c95.upper’,'max.c95.lower','max.c99.upper','max.c99.lower','mean’,’
mean.sd','mean.c95.upper',' mean.c95.lower','mean.c99.upper’,'mean.c99.lower")

spi.barcode <-
c(sp1.num,sp1.subsample,sp1.max,sp1.max.sd,sp1.max.c95.upper,spi.max.c95.lower,sp1.max.c99.upper,spil.ma
x.c99.lower,sp1.mean,sp1.mean.sd,spi.mean.c95.upper,sp1.mean.c95.lower,sp1.mean.c99.upper,spi.mean.c99.
ower)

sp2.barcode <-
c(sp2.num,sp2.subsample,sp2.max,sp2.max.sd,sp2.max.c95.upper,sp2.max.c95.lower,sp2.max.c99.upper,sp2.m
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ax.c99.lower,sp2.mean,sp2.mean.sd,sp2.mean.c95.upper,sp2.mean.c95.lower,sp2.mean.c99.upper,sp2.mean.c9
9.lower)

inter.barcode <-

¢(NA,NA inter.max,inter.max.sd,inter.max.c95.upper,inter.max.c95.lower,inter.max.c99.upper,inter.max.c99.lower,in
ter.mean,inter.mean.sd,inter.mean.c95.upper,inter.mean.c95.lower,inter.mean.c99.upper,inter.mean.c99.lower)

barcode.distance.summary <- data.frame(metrics,sp1.barcode,sp2.barcode,inter.barcode)

return(barcode.distance.summary)

}

Reamostragens (Surubim_resample.r)

rm(list=Is())

setwd('diretorio’)
source('BarcodeDistance.r')
source('BarcodeDistanceSummary.r')

library(ape)
library(seqinr)
library(locfit)

#---initialize variables---
spl.name <- 'arquivofastal’
sp2.name <- 'arquivofasta2'
subsample <- 5

permutations <- 1000
dist.model <- 'K80Q' # this is K2P

#---read data---
sp1 <- read.dna(file=paste(sp1.name,'COl.fas',sep="'_",collapse="),format="fasta’)
sp2 <- read.dna(file=paste(sp2.name,'COl.fas',sep="_",collapse="),format='fasta’)

#---calculate distances----

barcode.distance <- BarcodeDistance(sp1,sp2,subsample,permutations,dist.model)
barcode.distance.summary <-
BarcodeDistanceSummary(sp1,sp2,subsample,permutations,dist.model,barcode.distance)

#---save results----
save(barcode.distance,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,permutations,dist.model,'permutations.Rdata’,se
p='_',collapse="))
write.csv(barcode.distance,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist. model,'permuta
tions.csv',sep="_",collapse="))
write.table(barcode.distance,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist. model,'permut
ations.txt',sep="_',collapse="))

save(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,permutations,dist.model,'results.summ
ary.Rdata’,sep="_",collapse="))
write.csv(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist. mode
[,'results.summary.csv',sep="_",collapse="))
write.table(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist.mod
el,'results.summary.txt',sep="_",collapse="))

#---plot permutation data----
#sp1.den <- density(barcode.distance$sp1.meant)

#sp2.den <- density(barcode.distance$sp2.meant)
#inter.den <- density(barcode.distance$inter.mean1)
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sp1l.den <- locfit(~barcode.distance$sp1.meant)
sp2.den <- locfit(~barcode.distance$sp2.mean1)
inter.den <- locfit(~barcode.distance$inter.meant)

plot(sp1.den,type="1",ylim=range(0,2000),xlim=range(0,0.045),main="",xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="black")

lines(sp1.den,xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="black")

lines(sp2.den,xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="blue")

lines(inter.den,xlab="",ylab="",Ilty=1,lwd=2,col="red")
title(main="Barcoding",ylab="Frequency",xlab="Genetic distance")
legend(0.025,1200,c(sp1.name,sp2.name,"interspecific"),lty=c(1,1,1) lwd=c(2,2,2),col=c("black","blue","red"))

dev.copy2pdf(file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist. model,'graph.pdf',sep="_",coll

apse="))

dev.copy2eps(file=paste('Barcode’,sp1.name,sp2.name,subsample,permutations,dist. model,'graph.eps’,sep="

llapse="))

Considerando populacoes

Funcéao (BarcodeDistanceZ2.r)

BarcodeDistance2 <- function(sp1.1,sp1.2,sp2.1,sp2.2,subsample=5,permutations=1000,dist. model="K80")

{

library(ape)
library(seqinr)

#---initialize variables----

sp1.i.num <- length
sp1.2.num <- length
sp2.1.num <- length
sp2.2.num <- length

—

sp1.1)

sp1.2)
sp2.1)
sp2.2)

=~

subsample.1.1 <- ifelse(sp1.1.num < sp1.2.num, trunc(subsample/2), subsample - trunc(subsample/2))
subsample.1.2 <- subsample - subsample.1.1
subsample.2.1 <- ifelse(sp2.1.num < sp2.2.num, trunc(subsample/2), subsample - trunc(subsample/2))
subsample.2.2 <- subsample - subsample.2.1

# if(sp1.num < subsample) {sp1.subsample = sp1.num} else {sp1.subsample = subsample}
# if(sp2.num < subsample) {sp2.subsample = sp2.num} else {sp2.subsample = subsample}

sp1.1.subsample <- ifelse(sp1.1.num < subsample.1.1, sp1.1.num, subsample.1.1)
sp1.2.subsample <- ifelse(sp1.2.num < subsample.1.2, sp1.2.num, subsample.1.2)
spi.subsample <- spi.1.subsample + sp1.2.subsample

sp2.1.subsample <- ifelse(sp2.1.num < subsample.2.1, sp2.1.num, subsample.2.1)
sp2.2.subsample <- ifelse(sp2.2.num < subsample.2.2, sp2.2.num, subsample.2.2)
sp2.subsample <- sp2.1.subsample + sp2.2.subsample

cutoff.95 <- as.integer(permutations*0.95)
cutoff.99 <- as.integer(permutations*0.99)

_',co
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cutoff.05 <- as.integer(permutations*0.05)
cutoff.01 <- as.integer(permutations*0.01)

spl.max1 <- rep(NA, permutations)
sp1l.meani <- rep(NA, permutations)
sp2.max1 <- rep(NA, permutations)
sp2.meani <- rep(NA, permutations)
inter.max1 <- rep(NA, permutations)
intermeani <- rep(NA, permutations)

#-----calculate metrics----
for (i in 1:permutations)

#-----permute sequences----
spi.1 <- as.alignment(sp1.1)
seq.perm <- sample(sp1.1$seq,replace=F)
spl.1$seq <- seq.perm
sp1.1 <- as.DNAbin(sp1.1)
spi.1.sub <- sp1.1[c(1:sp1.1.subsample),]
sp1.2 <- as.alignment(sp1.2)
seq.perm <- sample(sp1.2$seq,replace=F)
sp1.2$seq <- seq.perm
sp1.2 <- as.DNAbin(sp1.2)
sp1.2.sub <- sp1.2[c(1:sp1.2.subsample),]
sp2.1 <- as.alignment(sp2.1)
seq.perm <- sample(sp2.1$seq)
sp2.1$seq <- seq.perm
sp2.1 <- as.DNAbin(sp2.1)
sp2.1.sub <- sp2.1[c(1:sp2.1.subsample),]
sp2.2 <- as.alignment(sp2.2)
seq.perm <- sample(sp2.2$seq)
sp2.2$seq <- seq.perm
sp2.2 <- as.DNAbin(sp2.2)
sp2.2.sub <- sp2.2[c(1:sp2.2.subsample),]

#---is there are better way?----

write.dna(sp1.1.sub,file="mydata.fas',format='fasta’)
write.dna(sp1.2.sub,file="mydata.fas',format="fasta',append=T)
sp1.sub <- read.dna(file="mydata.fas',format="fasta’)

write.dna(sp2.1.sub,file="mydata.fas',format="fasta’)
write.dna(sp2.2.sub,file="mydata.fas',format="fasta’',append=T)
sp2.sub <- read.dna(file="mydata.fas',format='fasta’)

write.dna(sp1.sub,file="mydata.fas',format="fasta’)
write.dna(sp2.sub,file="mydata.fas',format='fasta’,append=T)
inter.sub <- read.dna(file="mydata.fas’,format='fasta’)
sequences <- length(inter.sub)

x <- dist.dna(sp1.sub,model=dist.model)
sp1.max1[i] <- max(x)
sp1.meani[i] <- mean(x)

x <- dist.dna(sp2.sub,model=dist.model)
sp2.max1[i] <- max(x)
sp2.mean1[i] <- mean(x)
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y <- rep(NA, sp1.subsample*sp2.subsample)
z<-0
x <- dist.dna(inter.sub,model=dist.model,as.matrix=T)
for (j in (sp1.subsample+1):sequences)
{
for (k in 1:sp1.subsample)
{
z <-z+1
ylz] <- x[i.k]
}

}

inter.max1[i] <- max(y)
inter.mean1[i] <- mean(y)

}

#---generate output----
barcode.distance <- data.frame(sp1.mean1,sp1.max1,sp2.meani,sp2.maxi,inter.meani,inter.max1)

return(barcode.distance)

}
Sumario (BarcodeDistance2Summary.r)

BarcodeDistance2Summary <-
function(sp1.1,sp1.2,sp2.1,sp2.2,subsample=5,permutations=1000,dist. model="K80",barcode.distance)

{

library(ape)
library(seqinr)

#---initialize variables----

sp1.1.num <- length(sp1.1)

sp1.2.num <- length(sp1.2)
sp2.1.num <- length(sp2.1)
sp2.2.num <- length(sp2.2)

subsample.1.1 <- ifelse(sp1.1.num < sp1.2.num, trunc(subsample/2), subsample - trunc(subsample/2))
subsample.1.2 <- subsample - subsample.1.1
subsample.2.1 <- ifelse(sp2.1.num < sp2.2.num, trunc(subsample/2), subsample - trunc(subsample/2))
subsample.2.2 <- subsample - subsample.2.1

# if(sp1.num < subsample) {sp1.subsample = sp1.num} else {sp1.subsample = subsample}
# if(sp2.num < subsample) {sp2.subsample = sp2.num} else {sp2.subsample = subsample}

sp1.1.subsample <- ifelse(sp1.1.num < subsample.1.1, sp1.1.num, subsample.1.1)
sp1.2.subsample <- ifelse(sp1.2.num < subsample.1.2, sp1.2.num, subsample.1.2)
spi.subsample <- spi.1.subsample + sp1.2.subsample

sp2.1.subsample <- ifelse(sp2.1.num < subsample.2.1, sp2.1.num, subsample.2.1)
sp2.2.subsample <- ifelse(sp2.2.num < subsample.2.2, sp2.2.num, subsample.2.2)
sp2.subsample <- sp2.1.subsample + sp2.2.subsample

cutoff.95 <- as.integer(permutations*0.95)
cutoff.99 <- as.integer(permutations*0.99)
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cutoff.05 <- as.integer(permutations*0.05)
cutoff.01 <- as.integer(permutations*0.01)

spl.max1 <- barcode.distance$sp1.maxi
spl.meani <- barcode.distance$sp1.meant
sp2.max1 <- barcode.distance$sp2.max1
sp2.meani <- barcode.distance$sp2.meant
inter.max1 <- barcode.distance$inter.max1
inter.mean1 <- barcode.distance$inter.mean1

#---summarize distances----

spi.max <- mean(spi.max1)

spi.max.sd <- sd(sp1.max1)

sp1.max.sort <- sort(sp1.max1,decreasing=F)
spi.max.c95.upper <- sp1.max.sort[cutoff.95]
sp1.max.c95.lower <- sp1.max.sort[cutoff.05]
spi.max.c99.upper <- sp1.max.sort[cutoff.99]
sp1.max.c99.lower <- sp1.max.sort[cutoff.01]
spi.mean <- mean(sp1.meant)

spl.mean.sd <- sd(sp1l.meant)

spl.mean.sort <- sort(sp1l.meani,decreasing=F)
sp1.mean.c95.upper <- sp1.mean.sort[cutoff.95]
sp1.mean.c95.lower <- sp1.mean.sort[cutoff.05]
sp1.mean.c99.upper <- sp1.mean.sort[cutoff.99]
sp1.mean.c99.lower <- sp1.mean.sort[cutoff.01]

sp2.max <- mean(sp2.max1)

sp2.max.sd <- sd(sp2.max1)

sp2.max.sort <- sort(sp2.max1,decreasing=F)
sp2.max.c95.upper <- sp2.max.sort[cutoff.95]
sp2.max.c95.lower <- sp2.max.sort[cutoff.05]
sp2.max.c99.upper <- sp2.max.sort[cutoff.99]
sp2.max.c99.lower <- sp2.max.sort[cutoff.01]
sp2.mean <- mean(sp2.mean1i)

sp2.mean.sd <- sd(sp2.mean1)

sp2.mean.sort <- sort(sp2.meani,decreasing=F)
sp2.mean.c95.upper <- sp2.mean.sort[cutoff.95]
sp2.mean.c95.lower <- sp2.mean.sort[cutoff.05]
sp2.mean.c99.upper <- sp2.mean.sort[cutoff.99]
sp2.mean.c99.lower <- sp2.mean.sort[cutoff.01]

inter.max <- mean(inter.max1)

inter.max.sd <- sd(inter.max1)

inter.max.sort <- sort(inter.max1,decreasing=F)
inter.max.c95.upper <- inter.max.sort[cutoff.95]
inter.max.c95.lower <- inter.max.sort[cutoff.05]
inter.max.c99.upper <- inter.max.sort[cutoff.99]
inter.max.c99.lower <- inter.max.sort[cutoff.01]
inter.mean <- mean(inter.mean1)

inter.mean.sd <- sd(inter.meant)

inter.mean.sort <- sort(inter.mean1,decreasing=F)
inter.mean.c95.upper <- inter.mean.sort[cutoff.95]
inter.mean.c95.lower <- inter.mean.sort[cutoff.05]
inter.mean.c99.upper <- inter.mean.sort[cutoff.99]
inter.mean.c99.lower <- inter.mean.sort[cutoff.01]

#---generate output----

metrics <-



c('num.indiv','num.sample’,'max’,'max.sd','max.c95.upper’,'max.c95.lower','max.c99.upper','max.c99.lower','mean’,’
mean.sd','mean.c95.upper’,'mean.c95.lower','mean.c99.upper’,'mean.c99.lower')

sp1.barcode <-
c(sp1.1.num+sp1.2.num,sp1.subsample,sp1.max,spi.max.sd,sp1.max.c95.upper,sp1.max.c95.lower,sp1.max.c99.
upper,sp1.max.c99.lower,sp1.mean,sp1.mean.sd,sp1.mean.c95.upper,sp1.mean.c95.lower,sp1.mean.c99.upper,sp
1.mean.c99.lower)

sp2.barcode <-
c(sp2.1.num+sp2.2.num,sp2.subsample,sp2.max,sp2.max.sd,sp2.max.c95.upper,sp2.max.c95.lower,sp2.max.c99
.upper,sp2.max.c99.lower,sp2.mean,sp2.mean.sd,sp2.mean.c95.upper,sp2.mean.c95.lower,sp2.mean.c99.upper,
sp2.mean.c99.lower)

inter.barcode <-
c(NA,NA inter.max,inter.max.sd,inter.max.c95.upper,inter.max.c95.lower,inter.max.c99.upper,inter.max.c99.lower,in
ter.mean,inter.mean.sd,inter.mean.c95.upper,inter.mean.c95.lower,inter.mean.c99.upper,inter.mean.c99.lower)

barcode.distance.summary <- data.frame(metrics,sp1.barcode,sp2.barcode,inter.barcode)

return(barcode.distance.summary)

}
Reamostragens (Surubim_resample2.r)

rm(list=Is())

setwd('C:/Documents and Settings/Mauro/Desktop/Pseudoplatystoma’)
source('BarcodeDistance2.r')

source('BarcodeDistance2Summary.r')

library(ape)
library(seqinr)
library(locfit)

#---initialize variables---

sp1.name <- 'P_fasciatum'’
sp2.name <- 'P_tigrinum’
subsample <- 10

permutations <- 1000
dist.model <- 'K80' # this is K2P

#---read data---

sp1.1 <- read.dna(file=paste(sp1.name,'1_COl.fas',sep="'_",collapse="),format="fasta’)
sp1.2 <- read.dna(file=paste(spi.name,'’2_COl.fas',sep="'_",collapse="),format="fasta’
sp2.1 <- read.dna(file=paste(sp2.name,'1_COl.fas',sep="_",collapse="),format='fasta’
sp2.2 <- read.dna(file=paste(sp2.name,'2_COl.fas',sep="_',collapse="),format="fasta

)
)
)
#---calculate distances----

barcode.distance <- BarcodeDistance2(sp1.1,sp1.2,sp2.1,sp2.2,subsample,permutations,dist.model)

barcode.distance.summary <-
BarcodeDistance2Summary(sp1.1,sp1.2,sp2.1,sp2.2,subsample,permutations,dist.model,barcode.distance)

#---save results----

save(barcode.distance,file=paste('Barcode2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist.model,'permutations.Rdata’,s
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ep="_',collapse="))

write.csv(barcode.distance,file=paste('Barcode2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist. model,'permutations.csv’,
sep="_",collapse="))

write.table(barcode.distance,file=paste('Barcode2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist. model,'permutations.txt’,
sep="_",collapse="))

save(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist.model,'results.sum
mary.Rdata’,sep="_",collapse="))

write.csv(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode2’,sp1.name,sp2.name,permutations,dist.model,'results.s
ummary.csv',sep="_",collapse="))

write.table(barcode.distance.summary,file=paste('Barcode2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist. model, results.
summary.txt',sep="'_",collapse="))

#---plot permutation data----

#sp1.den <- density(barcode.distance$sp1.meant)
#sp2.den <- density(barcode.distance$sp2.meant)
#inter.den <- density(barcode.distance$inter.meant)

sp1l.den <- locfit(~barcode.distance$sp1.meant)
sp2.den <- locfit(~barcode.distance$sp2.mean1)
inter.den <- locfit(~barcode.distance$inter.meant)

plot(sp1.den,type="1",ylim=range(0,5000),xlim=range(0,0.045),main="",xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="black")
lines(sp1.den,xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="black")

lines(sp2.den,xlab="",ylab="",Ity=1,lwd=2,col="blue")

lines(inter.den,xlab="",ylab="",Ilty=1,lwd=2,col="red")

title(main="Barcoding",ylab="Frequency",xlab="Genetic distance")
legend(0.028,2000,c(sp1.name,sp2.name,"interspecific"),lty=c(1,1,1),lwd=c(2,2,2),col=c("black","blue","red"))

dev.copy2pdf(file=paste('Barcode?2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist. model,'graph.pdf',sep="_",collapse="))
dev.copy2eps(file=paste('Barcode?2',sp1.name,sp2.name,permutations,dist. model,'graph.eps’,sep="_",collapse="))
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