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Introducao

Os rios sdo coletores naturais das paisagens, refletindo o uso de ocupacdo do solo e
de sua respectiva bacia de drenagem (Goulart et al., 2003). As comunidades bioldgicas
refletem a integridade ecoldgica dos ecossistemas (p. ex., integridade fisica, quimica e
bioldgica), integrando os efeitos dos diferentes agentes impactantes e fornecendo uma
medida agregada dos impactos, fato que levou a criac@o do termo bioindicadores. Portanto,
a qualidade de um ecossistema pode ser analisada na diversidade e abundancia da sua fauna
aqudtica (Barbour et al., 1999). As ndiades de Ephemeroptera constituem um dos principais
grupos de macro invertebrados bentonicos. Ocupam a maior parte dos meso-habitats
aqudticos disponiveis, € possuem uma importancia fundamental na transformagdo da
matéria organica. Podem viver de algumas semanas a poucos anos, contrastando com o
estagio adulto, terrestre, que dura questdo de horas. Elas respondem sensivelmente a
alteragdes na qualidade da dgua, sendo assim um dos principais grupos utilizados como
bioindicadores desses habitats. A ordem Ephemeroptera é composta atualmente por cerca
de 4000 espécies, sendo considerada o grupo de insetos alados mais antigos que se conhece
(Salles, FF et al., 2004 ).

Em Ephemeroptera, a familia Leptohyphidae €, atualmente, composta por nove
géneros, divididos em quatro grandes grupos: (1) Tricorythopsis; (2) Lepthophes; (3)
Allenhypes-Traverhypes:; @) Leptohyphes-Haplohyphes-Tricorythodes, sendo
Tricorythopsis o mais basal e os grupos 3 e 4, irmaos, compartilhando cinco caracteres
(Molineri, 2006). Para estudos de filogenia, faz-se necessdria a escolha de um grupo
externo, garantindo, assim, quais sdo as apomorfias e plesiomorfias do grupo em questdo.
No presente estudo, o género Leptohyphes sera utilizado para tal propdsito, comparando-o
ao género Traverhyphes, foco do projeto.

O sistema de classificacdo tradicional, baseado principalmente em caracteres
morfoldgicos, levou taxonomistas a enquadrarem muitos organismos em uma espécie s
por serem “suficientemente” parecidos. Porém, varias vezes, essa espécie criada inclui
individuos com diferencas bastante distintas, como hébitos alimentares, localizagdo e
interagdes especificas com outros organismos. Assim, essa variedade de caracteristicas

indica que uma espécie se trata, na verdade, de um complexo de espécies cripticas (Burns,



J. M., 2008). Note, porém, que esse complexo ndo € um grupo natural. Trata-se de um
termo cientifico para designar aquelas espécies que ndo podem ser diferenciadas pelas
percepcOes humanas, mas que no ecossistema ou por analises moleculares sdo normalmente
diferenciadas.

A maioria dos grupos de vetores de doencas, tais como mosquitos, triatomineos,
flebotomineos e outros artrépodes (carrapatos), € agrupada em complexos de espécies
cripticas e estudos genéticos tém destacado diversidade criptica em diversos outros tdxons,
com implicacdo geral de que hd mais espécies do que realmente aparenta (Barrat et al.,
1997).

No estudo da evolu¢do molecular, um haplogrupo € um grupo de haplétipos, séries
de combinacdes de alelos, que ndo se encontram em equilibrio de ligamento, encontrados
em lugares especificos de um cromossomo, ou seja, uma seqiiéncia de DNA mitocondrial
de um individuo especifico e seqiiéncias idénticas de DNA mitocondrial de outros
individuos constituem um haplétipo. Individuos com o mesmo haplétipo t€m relagdes
genealdgicas. Os haplétipos s3o identificados principalmente a partir de marcadores
polimoérficos de DNA. Diversos marcadores estdo distribuidos por todo o genoma e eles
deram uma nova dimensdo nos estudos moleculares de variabilidade genética, e vem sendo
amplamente utilizados em diversas dreas (Jane et at. 2003).

Considerando que as linhagens haplotipicas apresentam diferentes variacOes nas
suas seqiiéncias de DNA mitocondrial em razdo de suas historias evolutivas distintas, é
possivel correlacionar um individuo a um dado haplogrupo. Ja que a proporcdo de alelos
varia de um lugar para outro, € possivel estimar sua origem e distribui¢do, ocorrendo,
portanto, pequenas diferencas entre populacOes vizinhas e maiores diferencas entre
populacdes distantes. Para tanto, usam-se as freqii€ncias alélicas que potencialmente
conferem a cada sublinhagem haplotipica um padrdo caracteristico de polimorfismo
(Sheppard et al. 1994).

Uma maneira de estudar as populacdes atuais, no caso de efemerdpteros da América
do sul, é através de amostragens geograficas dos dados. Para isso, consideram-se
principalmente as freqiiéncias alélicas.

Os haplotipos do DNA mitocondrial t€ém sido usados em estudos de evolucao,

auxiliando na identificacdo da origem geografica de um individuo. A escolha do DNA



mitocondrial € explicada pelo fato de ele ser heranca matrilinea (herdado exclusivamente
do gameta materno), ndo trocando, portanto, genes com nenhum outro segmento
cromossOmico, o que torna possivel, ao fragmento, se manter inalterado até que ocorra uma
mutacdo. A alternativa encontrada para esses estudos populacionais de efemerdpteros foi a
utilizacdo dos haplotipos do DNA mitocondrial constituidos por marcadores de DNA
barcodes (Sheppard et al. 1994).

O uso de marcadores moleculares tem sido amplamente utilizado para reconstruir
filogenias de Ephemeroptera, jd4 que algumas espécies possuem caracteres morfologicos
similares. A andlise gendmica se torna indispensdvel quando os exemplares se tratam de
espécies cripticas. Esse tipo de estudo permite a fragmentacdo de uma espécie em
complexos de vdrias espécies. A comparagdo de sequéncias da subunidade 1 do Citocromo
Oxidase (COl) do DNA mitocondrial jia possibilitou o entendimento de relacOes
filogenéticas de outros tixons da ordem Ephemeroptera (McCaVerty, 1998; Ogden and
Whiting, 2003; Monaghan et al., 2005; Ogden and Whiting, 2005) e outras citacdes
afirmam que essa regido € capaz de distinguir as espécies desse género ( Ball et al., 2005).
Além disso, como os primers sdo bem conservados para esse grupo (Simon et al., 1994), o

uso de CO1 como DNA barcode sera satisfatorio em nossos estudos.



Objetivo Geral

Aperfeicoar técnicas de monitoramentos de ambientes aquaticos avaliando a
diversidade criptica do gé€nero Traverhyphes através do uso de MtDNA COI barcodes,

assim como a capacidade bioindicadora de cada espécie.

Objetivos especificos

1- Comparar marcadores moleculares das supostas espécies cripticas e usar outros métodos
de biologia molecular para criar uma filogenia do complexo a ser analisado e, assim, tornar

possivel a diferenciacio das respectivas espécies apos coleta da dgua.

2- Avaliar uma possivel associacdo entre as espécies cripticas descobertas neste estudo e a

resisténcia diferencial a polui¢do orginica e a contaminagdo por metais pesados.

3- Construir a filogeografia (ditribuicdo de hapldtipos no ambiente) e a sistematica
molecular das espécies cripticas que forem descobertas a partir das duas espécies

(Traverhyphes indicator e Traverhyphes pirai).

4- Quantificar e inferir os haplogrupos a partir de haplétipos modais de referéncia, usando

marcadores de DNA mitocondrial.



Justificativa

Focalizamos nosso projeto em espécies que aparentaram apresentar uma maior
contradicdo morfoldgica e taxondmica, e temos como objetivo elucidar estes problemas.
Revisdes bibliograficas feitas pelo nosso grupo de pesquisa corroboram com a teoria de que
essas duas espécies, na verdade, se tratam de dois complexos de espécies cripticas.
Traverhyphes indicator e Traverhyphes pirai sdo insetos que se encontram
consideravelmente espalhados pelo continente sul americano, sdo abundantes e de grande
importancia ecoldgica, ja que, particularmente aqueles da espécie Traverhyphes indicator
(Molineri, 2001), sdo rotineiramente utilizados em monitoramento aqudtico. Duvidas
quanto a taxonomia e sistemdtica tradicionais do complexo ndo foram resolvidas porque
caracteres morfoldgicos, por si s6, ndo possibilitam a perfeita distingdo entre as espécies.
Esse problema € observado no estigio imaturo (ndiades), o estdgio mais duradouro
utilizado como bioindicador.

Pretendemos esclarecer a diversidade dos complexos, construindo filogenias com
base em comparacdes de seqiiéncias do gene da COIl mitocondrial. E a chance de
elucidarmos a classificacio dessas espécies, com a descoberta de dois novos complexos, é
grande, considerando que estudos anteriores feitos, utilizando os mesmo suportes, tiveram
resultados favordveis e proximos aos esperados. Com o propdsito de verificar a provavel
origem evolutiva de cada individuo, serd desenvolvido um método de trabalho para
estabelecer as relacdes entre as freqiiéncias alélicas dos haplétipos e os haplogrupos.

A elucidacdo taxonOmica desses complexos pode ajudar a reduzir a ocorréncia de
resultados falso positivos em diagndsticos de qualidade de dguas, ja que diferentes espécies
dentro de um complexo podem exibir diferencas na ecologia, apresentar variagcdes quanto a

capacidade e competéncia bioindicadora, e na resposta a variagcdes no ambiente.



Metodologia
1- Obtencao dos espécimes e cultivo em laboratério:

Os espécimes serdo coletados em rios e lagoas dos estados de Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parand e Rio Grande do Sul, além de localidades na Argentina e Uruguai. A
captura serd de acordo com técnicas de coleta de bentos pré-estabelecidas e orientadas por
professores de laboratdrios de ecologia de insetos da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). O transporte do material coletado sera feito em recipientes apropriados e
conservados a temperatura do ambiente em que houve a coleta. As amostras de cada regido

serdo transportadas isoladamente.
2- Extracio do DNA dos espécimes:

O DNA sera obtido a partir de extracdo com o PureGene™ DNA isolation kit for

cells and tissues (Gentra Systems cat #: D-5000A), conforme Willian et al. (2006)
3- Amplificacido e sequenciamento do DNA mitocondrial.

Os primers conservados CI-N-2191 (5’-CCC GGT AAA ATT AAA ATA TAA
ACT TC-3’) e C1-J-1718 (5’-GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC-3’) de
Simon et al. (1994) serdo utilizados para amplificar a regido do mtDNA COI. Desnaturagao
inicial (2 minutos a 94°C) serd seguida de 35 ciclos de 70s a 94°C, 70s a 58°C, 90s a 72°C
e uma extensdo Wnal de 72 °C por 5 min.

CondicOes necessarias para o PCR serdo otimizadas de acordo com o0s
procedimentos feitos por Chippindale et al. (1998), Innis et al. (1990), e Logan (1999). Os
produtos serdo purificados usando GeneClean® Turbo for PCR kit e sequenciados em
direcOes diretas e reversas usando o ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit v2.0 (PE Biosystems). Ap0s, serdo visualizados em gel de eletroforese

1,3% de agarose corado com brometo de etidio utilizando luz UV.



O sequénciamento dos barcodes serd necessdrio, ja que seqiiéncias das espécies em

estudo nao constam em bancos de dados.

4- Andlise e comparacao de dados moleculares

Softwears serdo utilizados para cédlculos da composi¢do nucleotidica; alinhamento
das seqiiéncias (barcodes); comparagdo e identificacdo de similaridades; construcdo de
graficos com as freqiiéncias alélicas encontradas em cada regido e constru¢do da nova

arvore filogenética e da filogeografia das espécies.

5- Teste de potencial (individual) bioindicador para eutrofizacao

Para o teste de eutrofizacdo, serdo feitos cinco ambientes em aqudrios, contendo,
cada um, uma concentra¢do inicial de fertilizante que varie em dez vezes de aqudrio para
aqudrio, e um controle, contendo a 4gua do local de coleta. Os liquidos ficardo, em cada um
dos recipientes, em repouso por cerca de um més, sendo feita, ao fim desse intervalo, uma
contagem da DBO dos meios com o auxilio de um oximetro. Apds esse periodo, um
nimero padronizado de espécimes serd introduzido nos meios poluidos, de forma que as
ndiades de cada localidade tenham sua resisténcia avaliada em diferentes niveis de poluicao
organica. Semanalmente, o niumero de individuos serd contado e um grafico com a taxa de
mortalidade serd feito, assim, poderemos avaliar a efici€éncia desses efemerdpteros como

bioindicadores de eutrofizacdo.

6- Avaliar a viabilidade das larvas como bioindicadores para merciirio

Os espécimes referentes a cada localidade serdo submetidos a meios com diferentes
concentracOes do metal pesado merctrio. Cada aqudrio terd concentracdes graduais de 10-1,
10-2 e 10-* mg/L de merctrio, havendo também um controle, contendo dgua do local da
coleta. Semanalmente, o nimero de individuos serd contado e um grafico com a taxa de
mortalidade serd feito, assim, poderemos avaliar a eficiéncia dessas ndiades como

bioindicadores de presenca de mercurio.



Orcamento

Quantidade/ Produto/ Descricao/ #catalogo/ preco

1- Produtos de consumo:

- 01 DNA isolation kit for cells and tissues (Roche Applied Science) ------------------------ R$ 911,00
- 10x96 Tips (1-200ul) (Progene) # 24-TR222-CR -------------- ---- R$ 50,00
- DryRelease reagents BioRad Chelex 100 142-1253 e ---- R$ 156,00
- Primers Invitrogen Custom Oligos N/A === =mmmmmm s R$ 22,5/unidade
- 10X96 Tips Corning (Fisher) filter tips - boxed; 0.1-10 pl CS004807 -------------=--=----- R$ 124,05
- Pre-cast gels Invitrogen E-gel 96 2% G7008-02 -----------m-mmmmmmmem oo R$ 363,75
- Sephadex Sigma-Aldrich Sephadex G-50 G5080 T --R$ 1662,90
- 10 X 96 Tips (1-300 pl) ProGene (Ultident) Tips - boxed; 1-300 ul 24-T350CRS -------- R$ 47,90

- 80 Aquarios de dimensdo 30x15x20cm e capacidade 9L (Aquamauro) ----------- R$ 15,00 unidade
- 50 kg de fertilizante organomineral 05-13-13 + 25% M.O. (MF Rural) ------------------—-- R$ 32,50

2- Equipamentos:

- 01 Oximetro Digital Microprocessado AT-150 ------------------ R$ 2.049,00 (e-commerce)
- BigDye ABI BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (5X buffer) ----- R$ 15.876,00
- Plates Millipore Multiscreen HV Plate MAHVN4550 --------------ommemv RS$ 23,80/unidade
- Capillary (50cm) 4331250 —---mmmrmmmm o oo o R$ 6.721,00



Cronograma

objetivo / més 1°més |2°més | 3°més | 4°més | 5°més | 6°més | 7°més | 8°més | 9°més
coleta X X X
extracao do DNA X
sequenciamento do DNA mitocondrial X X
analise de barcodes X X
preparacao da agua para teste de eutrofizacao X
exposicao das larvas a eutrofizacao X X
preparacao e teste de resistencia a mercurio X X
analise de resultados e conclusao do projeto X X
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Resultados Esperados

As néiades formam dois complexos de espécies cripticas, ao contrdrio do que se
consta na literatura, o que justifica o comportamento diferenciado dos espécimes dentro de
cada complexo, quando submetidos as amostras. Essas diferencas ndo expressas na
morfologia sdo provenientes de genomas distintos de cada uma das espécies formadoras

dos complexos.
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