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RESUMO. O minhocugu Rhinodrilus alatus Righi, 1971 ¢ uma espécie endémica do cerrado de Minas
Gerais e tem sido explorada como isca para pesca por >70 anos. O objetivo do trabalho foi validar mar-
cadores moleculares para estudos genético-populacionais, de filogenia e de filogeografia do minhocugu.
Os genes TRNA 5.88S, espaco interno transcrito (ITS1) e subunidade I da citocromo oxidase (COI) mi-
tocondrial foram estudados. Foram amostrados individuos da espécie R. alatus (n = 53) em diferentes
habitats de Minas Gerais e da espécie R. motucu Righi, 1971 (n = 3), coletados em brejos de Goias, no
Brasil. A analise filogenética do gene do rRNA 5.8S mostrou que todas as seqiiéncias de R. alatus, R.
motucu ¢ Eisenia fetida (Savigny, 1826) agruparam-se no mesmo clado (bootstrap = 98), sugerindo que,
nestes organismos, o gene ¢ conservado. Os clados formados a partir de seqiiéncias de rRNA 5.8S de in-
vertebrados disponiveis na base de dados sdo inconsistentes do ponto de vista evolutivo, sugerindo taxas
evolutivas distintas entre diferentes espécies. Para a regido do ITS1, foram obtidos 11 sitios polimor-
ficos, gerando nove hapldtipos. Os exemplares de R. motucu apresentaram o hapldtipo mais freqiiente
dentre os R. alatus de Minas Gerais, ndo havendo evidéncias moleculares de que se tratem de espécies
diferentes. Para o gene COI, de um total de 634 pb, obteve-se 185 sitios polimoérficos, gerando arvores
filogenéticas com topologia mais adequada, separando R. motucu de R. alatus.
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espacio interno transcrito (its1) y de la subunidad I de la citocromo C oxidasa mitocondrial. Acta

Zoologica Mexicana (n.s.), Namero Especial 2: 59-77.
RESUMEN. La lombriz de tierra gigante (minhocugu) Rhinodrilus alatus Righi, 1971 es una especie
endémica del cerrado del estado de Minas Gerais y ha sido explorada como sebo para la pesca por mas
de 70 afios. El objetivo de este trabajo fue el de validar los marcadores moleculares para estudios gené-
tico-poblacionales, de filogenia y filogeografia de este minhocugu. Los genes rRNA 5.88S, el espaciador
interno trascrito (ITS1) y la subunidad I de la citocromo oxidasa (COI) mitocondrial fueron estudiados.
Se colectaron individuos de R. alatus (n = 53) en diferentes habitats del estado Minas Gerais ¢ indivi-
duos de R. motucu Righi, 1971 (n = 3) en pantanos del estado de Goias, Brasil. El analisis filogenético
del gen rRNA 5.8S mostr6 que todas las secuencias de R. alatus, R. motucu 'y Eisenia fetida (Savigny,
1826) se unieron en el mismo clado (bootstrap = 98), sugiriendo que, en estos organismos, el gen es
conservado. Los clados formados a partir de las secuencias de rRNA 5.8S de invertebrados disponibles
en la base de datos son inconsistentes de punto de vista evolutivo, sugiriendo tazas de evolucion distintas
entre diferentes especies. Para la region del ITS1, se obtuvieron 11 sitios polimoérficos, generando nueve
haplotipos. Los ejemplares de R. motucu presentaron el haplotipo mas frecuente entre los R. alatus de
Minas Gerais, no habiendo evidencias moleculares de que sean especies diferentes. Para el gen COI, de
un total de 634 pb, se obtuvieron 185 sitios polimorficos, generando arboles filogenéticos con topologia
mas adecuada, separando R. motucu de R. alatus.
Palabras clave: Filogenia molecular, Rhinodrilus alatus, conservacion genética.

INTRODUCAO
O filo Annelida possui cerca de doze mil espécies descritas, com ampla distribuicdo
nos nichos ecologicos, ocupando ambientes marinhos, de agua doce e terrestres (Ru-
ppert et al. 2005). Tradicionalmente, o filo ¢ dividido em dois grandes grupos: os
Clitellata, que compreendem minhocas (Oligochaeta) e sanguessugas (Hirundinea), e
os Polychaeta, representados por vermes marinhos.

As minhocas sdo membros importantes da comunidade do solo, devido a sua ha-
bilidade de alterar seu habitat e criar novos nichos para outros organismos através de
suas atividades. Estes organismos penetram no solo aumentando sua macroporosi-
dade, contribuem para a transformacao da matéria organica ¢ a mineralizagdo de nu-
trientes para as plantas. Além de mudar a diversidade e atividade microbiana no solo,
as minhocas também produzem fezes ricas em nutrientes (Rombke ef al. 2005).

O minhocugu Rhinodrilus alatus Righi, 1971, da familia Glossoscolecidae, ¢ uma
espécie endémica dos cerrados da regido central de Minas Gerais, Brasil, e, devido
a destruicdo do seu habitat e a intensa atividade extrativista foi incluido na lista das
espécies ameacadas do Estado e do Brasil (Machado et al. 2005), sob a categoria
‘em perigo de extin¢do’ (Righi 1998). O minhocugu ¢é extraido para uso como isca
de pesca hé cerca de 70 anos na regido de Paraopeba (Drumond et al. 2008). Além
da captura indiscriminada, sua pouca capacidade de dispersao e as praticas agricolas
também contribuem para a escassez do animal. Ainda ndo foi possivel sua criagdo em
cativeiro e, além disso, estes organismos nao sao facilmente encontrados como outras
iscas (lambaris, tuviras ¢ minhocas comuns) (Campos 2007).
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O extrativismo € considerado socio-ambientalmente impactante sob diversos
aspectos, nos quais se incluem o uso excessivo das populagdoes de minhocugus, o
impacto do processo de extragdo sobre o solo e sobre varias espécies de plantas do
cerrado, as pressoes constantes sobre a Floresta Nacional de Paraopeba e os freqiien-
tes conflitos entre extratores e proprietarios de terras (Drumond ef al. 2008). Assim,
sd0 necessarias acdes de manejo e conservacao da espécie, uma vez que o minhocugu
¢ um recurso natural ameagado, de grande importancia para a sobrevivéncia de mi-
lhares de pessoas, cujas populagdes remanescentes constituem um reservatorio de
material genético a ser preservado.

A filogenética molecular ¢ uma das mais ativas areas de pesquisa em biologia
evolutiva e tem grande ligagdo a genética da conservagdo. Esta ¢ uma ciéncia aplica-
da, que tem, entre outros, o importante objetivo de descrever a composi¢do genética e
genOmica de pequenas populagdes ameagadas. Usados como indicadores da historia
natural de uma populagdo e de seu futuro, a genética de populagdes, a filogenética ¢ a
filogeografia fornecem informagodes fundamentais ao desenvolvimento de estratégias
de manejo e conservagdo de espécies ameacadas (O’Brien 1994).

Os rapidos avancgos da biologia molecular t€ém resultado na geracdo de um grande
numero de sequéncias de DNA depositadas em bancos de dados publicos. Isso permi-
te a realizag@o de estudos comparativos de genomas ou sequéncias génicas, podendo-
se, assim, inferir dados evolutivos. A maioria dos estudos moleculares desenvolvidos
em Annelida ¢ de filogenia e se baseia no sequenciamento de genes como 5.8S, 188S,
288S, 128, 16S rRNA (Beauchamp et al. 2001, Jamieson et al. 2002), subunidade I da
citocromo oxidade (COI; Pop et al. 2003), citocromo B (Cyt B; Bleidorn et al. 2006),
genes do desenvolvimento (Hox e ParaHox; Cho ef al. 2004, Frobius & Seaver 2006)
e fator de alongamento 1o (Kojima 1998).

Nenhum estudo com marcadores moleculares de DNA foi desenvolvido até o mo-
mento em R. alatus e ndo ha sequéncias desta espécie disponiveis em bancos de dados
publicos. A espécie de Oligochaeta mais proxima, para a qual sequéncias estdo sendo
geradas, ¢ a minhoca de climas temperados Lumbricus rubellus Hoffmeister, 1843
com mais de 20.000 sequéncias produzidas (NCBI 2008). Desse modo, ndo se sabe
ao certo se quantas espécies existem, quais as suas relacdes filogenéticas, como sdo
estruturadas suas populacdes ou o quanto a diversidade genética ja foi impactada pela
extracdo intensiva.

Para a realizacdo deste estudo com R. alatus, utilizou-se a regido codificadora do
gene rRNA 5.8S, o espago interno transcrito 1 (ITS1) e a subunidade I da citocromo
oxidase mitocondrial (COI). O complexo génico de RNA ribossomal (rRNA) nuclear
¢ uma unidade de repeti¢des em tandem, com uma a muitas centenas de copias (Fig.
1). Este complexo possui muitos dominios, que evoluem a taxas variadas, possuindo,
assim, diferentes utilidades filogenéticas (Jorgenson & Cluster 1988). Por outro lado,
devido a seu grande contetido de informagdes, genomas mitocondriais t€m sido util
em analises filogenéticas (Bleidorn et al. 2006).
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ITS 1 ITS 2

Figura 1. Esquema do complexo génico nuclear de DNA ribossomal, que contém os genes das
subunidades do rDNA 188, 28S e 5.8S, além dos espagos internos transcritos (ITS1 e ITS2). As setas
indicam a posi¢@o dos iniciadores (primers) usados nas reagdes de PCR e a regido amplificada.

Este trabalho tem como objetivo validar marcadores moleculares, como o gene
5.8S de rRNA, o ITS1 e o mtDNA COI, que permitam, através de analises filoge-
néticas, acompanhar ao longo do tempo o impacto da atividade extrativista e servir
de ferramenta para monitoragao da diversidade genética no ambito de um projeto de
manejo e uso sustentado do minhocugu.

MATERIAIS E METODOS

Coleta dos individuos

Individuos da espécie R. alatus (N = 53) foram coletados em diferentes municipios
¢ habitats (Tabela I) da regido de Paraopeba, com o auxilio de extratores. No campo,
foi feita a morfometria de cada individuo e os mesmos foram colocados em alcool
100%. No laboratorio, apds a dissecagdo e retirada dos pedacos de musculo para ana-
lise genética, os espécimes foram fixados em formol 10%. Amostras de R. motucu
Righi, 1971 (N = 3), coletados em brejos de Goias, foram também utilizados nesse
estudo.

Extracio do DNA e amplificacdo de fragmentos por Reacio da Cadeia de
Polimerase

Fragmentos de musculo foram dissecados e mantidos em etanol 70% a 4°C até o
momento da extracdo do DNA. A extracdo de DNA foi feita seguindo-se o protocolo
de precipitacdo salina descrito por Miller ef al. (1988), adaptado conforme a seguinte
descrigdo: fragmentos de tecido muscular medindo 0,4 % 0,4 cm foram transferidos
para tubos tipo Eppendorf, de 1,5 pL, ao quais se acrescentou 500pL de SE (75mM
NaCl, 25mM EDTA, pHS8,0) e 25uL. de duodecilsulfato de sodio a 20%, ¢ 20uL de
proteinase K a 20mg/mL. Apds incubar overnight a 56°C, adicionou-se um décimo
do volume total de NaCl 5M e centrifugou-se durante 10 minutos a uma velocidade
de 13000rpm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde se
adicionou o dobro do volume de etanol 100% gelado. Os tubos foram colocados
durante 20 minutos em freezer a -20°C, centrifugados durante 15 minutos a 13000
rpm e o sobrenadante foi desprezado. Lavou-se o pellet duas vezes com etanol 70%
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Tabela 1. Individuos estudados, segundo municipio e
habitat, para cada marcador analisado.

Municipio Habitat 5.8S/ITS COI
Cordisburgo Brejo 5 2
Morro da Garca  Cerraddo 1 —
Curvelo Campo Sujo 1 1
Papagaio Cerrado 3 1
Paraopeba Braquidria 1 —
Baldim Cerraddo 1 —
Cordisburgo Lagoa Drenada 3 1
Pontinha Cerrado 1 —
Paraopeba Cerrado 3 —
Paraopeba Cerradao 3 —
Paraopeba Eucaliptal 2 —
Cordisburgo Cerradao 6 5
Pontinha Eucaliptal 2 —
Cordisburgo Campo Cerrado 2 —
Pompéu Cerrado 3 1
Curvelo Cerraddo 2 —
Corinto Veredas 2 —
Corinto Cerrado 2 1
Andrequicé Cerradao 2 —
Trés Marias Cerrado — 1
Lassance Cerrado — 1
Sete Lagoas Cerrado — 1
Maravilhas Cerraddo — 2
Total 45 17
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gelado a —20°C. Uma vez desprezado o alcool 70%, os tubos permaneceram a tem-
peratura ambiente no intuito de deixar evaporar o etanol restante por 15 minutos, a
temperatura ambiente, ¢ 0 DNA foi ressuspendido com 300uL de TE (10mM TRIS;
1 mM EDTA, pH7,4).

A regido do gene que codifica o rRNA 5.88S, incluindo os espagos internos trans-
critos ITS1 e ITS2, foi amplificada com os iniciadores (primers) descritos na lite-
ratura (Kane & Rollinson 1994; Foward: 5° TGC TTA AGT TCA GCG GGT 3’;
Reverse: 5 TAA CAA GGT TTC CGT AGG TGA A 3°). As reagdes de PCR foram
feitas em um volume final de 50uL, em 10 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 2,5 mM de cada dNTP, 5% DMSO, 1 U Taq DNA
polimerase e 0,3 M de cada primer, usando aproximadamente 100ng de DNA geno-
mico como molde. O programa de amplificagdo foi composto por uma desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 32 ciclos, compostos por desnaturagido a
94°C por 45 segundos, anelamento a 60° por 1 minuto e alongamento a 72° por 2
minutos seguidos por um passo de alongamento final a 72°C por 2 minutos.

O gene da COI foi amplificado com os primers HCO2198: 5> TAA ACT TCA
GGG TGA CCA AAA AAT CA 3’ ¢ LCO1490: 5> GGT CAA CAA ATC ATA
AAG ATA TTG G 3’ (Folmer et al. 1994), nas seguintes condi¢des: desnaturagdo
inicial a 94°C por 4 minutos, 25 ciclos com desnatura¢do a 94°C durante 1 minuto,
anelamento a 50°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto ¢ meio. Por fim,
tem-se uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A rea¢do de PCR teve como volume
final 50pL, em 10 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl2, 0,1% Triton
X-100, 2,5 mM de cada dNTP, 1 U Taq DNA polimerase ¢ 1 uM de cada primer,
usando aproximadamente 100ng de DNA genomico como molde. A qualidade das
amplificagdes foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, corados
com nitrato de prata (Sambrook & Russel 2001) e documentados através do scanner
HP Scanjet 2200c.

Purificacio e sequenciamento

Os produtos amplificados pelas PCR foram purificados com PEG 8000 para a remo-
¢do de residuos de nucleotideos, primers e enzima, permitindo, assim, uma reacgao de
sequenciamento de qualidade (Sambrook & Russel 2001).

Para cada individuo foram produzidas quatro sequéncias, sendo duas no sentido
forward e duas no sentido reverse, de acordo com método de Sanger (Sambrook &
Russel 2001), em um seqiienciador MegaBace (GE Healthcare). Os primers utiliza-
dos para o sequenciamento foram os mesmos utilizados na reacdo PCR. Para fins de
analise, a sequéncia foi subdividida nas regides do ITS1 e do 5.8S, com base no ali-
nhamento comparativo com as sequéncias de Eisenia fetida disponiveis no banco de
dados (NCBI 2007), usando-se o software MEGA versao 4.0 (Tamura et al. 2007).

64



Acta Zoologica Mexicana (n.s.) Numero Especial 2 (2010)

Analise dos dados

Gene rDNA 5.8S

As sequéncias obtidas foram analisadas e agrupadas com programa computacional
Phred-Phrap (Gordon et al. 1998), montando-se uma sequéncia consenso para cada
individuo. Em seguida, todas as seqiiéncias consenso de cada individuo foram alinha-
das e realizou-se uma conferéncia visual dos picos obtidos no sequenciamento. Desta
maneira, foram identificados os SNPs (single nucleotide polymorphisms) e polimor-
fismos do tipo inser¢do/delecdo (indels). Foram aceitos como polimdrficos apenas
aqueles sitios heterozigotos em mais de uma reagdo de sequenciamento e localiza-
dos em regides com qualidade de sequéncias alta. Os arquivos foram exportados em
formato FASTA, para a analise e construgdo de arvores filogenéticas no programa
MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007). Do banco de dados ptblicos do NCBI foram obti-
das seqiiéncias de outros invertebrados (Tabela II), como Oligochaetas, Polychaetas,
Hirundinida, Gastropoda e Bivalvia, para o estudo de relagdes filogenéticas. A arvore
filogenética foi construida pelo algoritimo de Neighbor joining (Saitou & Nei 1987),
utilizando-se o método de distincia-p e assumindo-se taxas evolutivas uniformes. A
confiabilidade do resultado dessa topologia foi testada por bootstrap (1000 replica-
coes) (Fig. 2).

Regido do ITS1

O mesmo procedimento de andlise da qualidade de seqiiéncias adotado para o gene
5.8S rRNA foi realizado para o ITS1 e os polimorfismos encontrados foram anotados
para a construgdo de rede haplotipica. Esta foi feita utilizando-se o software Network
4.2.0.1, por meio do método de Median-Joining (Bandelt et al. 1999) (Fig. 3).

mtDNA COI

Os dados iniciais foram analisados com os mesmos softwares usados para o gene
rRNA 5.8S. A historia evolutiva das sequéncias produzidas juntamente com as dos
organismos, obtidas em banco de dados do NCBI (Tabela I11), foi inferida utilizando
o método de Neighbor Joining (Saitou & Nei 1987) e o teste de bootstrap foi aplicado
sob a condigd@o de 1000 replicacdes (Fig. 4). A andlise filogenética foi conduzida pelo
programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007).

RESULTADOS

Gene rDNA 5.8S

Obteve-se um total de 157 pares de bases com o sequenciamento dessa regido corres-
pondendo a sequéncia completa deste gene. Na arvore filogenética construida (Fig.
2), formou-se um grupo monofilético com todos os individuos de R. alatus (N = 45),
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Tabela II. Relagdo de espécies para as quais foram obtidas sequéncias no banco de
dados do NCBI para a construgao de arvores filogenéticas para o gene rRNA 5.8S, com
0s respectivos numeros de acesso.

Espécie Filo Classe Acesso no GenBank

Eisenia fetida Annelida  Oligochaeta EF534709
Arianta arbustorum AF124053
arbustorum

Oligochaeta minima AY826307
Oligochaeta divaricata AY826306
Tubifex tubifex AF397152
Ilyodrilus templetoni AF360993
Limnodrilus hoffmeisteri AF469007
Ctenodrilus serratus Polychaeta AY100446
Platynereis dumerilii EF117908
Bathykurila guaymasensis DQ074765
Perinereis sp. Chuwei AF332167
Perinereis floridana AF332157
Perinereis aibuhitensis AF332152
Proceraea cornuta AF212165
Haemopis sanguisuga Hirundinida AY425381
Haemadipsa cf. zeylanica AY763165
Hirudo troctina AY763164
Limnatis cf- nilotica AY763161
Hirudo medicinalis AY786451
Trocheta bykowskii AF169372
Dina lineata dinarica AF169369
Isabellaria isabellina isabellina  Mollusca  Gastropoda AF254618
Albinaria puella puella AY728370
Idyla bicristata AF254616
Stagnicola catascopium AF013143
Perna canaliculus Bivalvia DQ924556
Perna viridis DQ924555
Pinctada fucata AB205102
Pinctada radiata AB205095
Pinctada radiata AB205095
Total 29
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Figura 2. Arvore filogenética pelo algoritmo de NJ construida com base nas sequéncias
de genes de rRNA 5.8S, com todos os individuos das espécies R. alatus ¢ R. motucu estudados,
além de sequéncias obtidas no banco de dados, referidas na Tabela III. Os valores de bootstrap
se encontram proximos aos ramos.
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Figura 3. Rede haplotipica construida com base nas variagdes de sequéncia da regido ITS1, de todos
os R. alatus e R. motucu estudados. Os numeros sobre os ramos indicam a posi¢do polimorfica e o
tamanho dos circulos ¢ proporcional a frequéncia dos haplotipos.

I
—@

LEGENDA

@ Papagaio/Cerrado (@ Cordisburgo/Campo Cerrado
@ Andrequicé/Cerradiio  (O) Cordisburgo/Cerradio

@ Corinto/Veredas @ Morro da Garga/Cerradio
@ Corinto/Cerrado @ Curvelo/Campo Sujo

() Cordisburgo/Brejo @ Paraopeba/Braquiaria

@ Paraopeba/Cerrado () Baldiny/Cerradio

@ Paraopeba/Cerradio @ Cordisburgo/Lagoa Drenada
@ Paraopeba/Eucaliptal () Pontinha/Cerrado

(O Rhinodrilus motucu () Pompéu/Cerrado

@ Pontinha/Eucaliptal () Curvelo/Cerradio

todos R. motucu (N = 3) e com a E. fetida, suportado por um alto valor de bootstrap
(= 98). As sequéncias de R. alatus e R. motucu foram idénticas, diferindo das de E.
fetida em apenas uma posi¢ao. Entretanto, os demais clados obtidos sdo inconsis-
tentes do ponto de vista evolutivo, uma vez que as classes de Annelida e Mollusca
agruparam-se desordenadamente, discordando muito das relagdes filogenéticas acei-
tas atualmente.

Regiao do ITS1

Na regido sequenciada para R. alatus e R. motucu, com 482 pares de bases, foram
identificados 11 sitios polimorficos, sendo 4 INDELSs, 4 transversdes e 3 transi¢oes.
Com base nestas variagdes de sequéncias foram estabelecidos 9 haplotipos (Tabela
V).

A rede haplotipica construida (Fig. 3) mostra um suposto ancestral originando trés
grupos distintos, sendo o haploétipo mais freqiiente (32 individuos) separado pelas
posicdes 236, 245, 246 e 254. Este, por sua vez, se ramifica em dois subgrupos, sendo
um identificado pela posi¢ao 307, englobando a populagdo de Cordisburgo/Brejo, e
o outro pela posi¢ao 216, agrupando toda populacdo de Pompéu/Cerrado e Curve-
lo/Cerradao. O segundo grupo derivado do ancestral putativo difere-se pelas posi-
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Tabela III. Relagdo de espécies para as quais foram obtidas

sequéncias no banco de dados do NCBI para a construgdo de arvores
filogenéticas para o gene mtDNA COI, com os respectivos numeros de

acesso.

Espécie Classe Acesso no GenBank
Amynthas diffringens Oligochaeta EF077550
Diplocardia invecta DQ257318
Hormogaster pretiosa EF653907
Asetocalamyzas laonicola EF569205
Eisenia fetida EF077596
Lumbricus terrestris DQ092908
Amynthas triastriatus EF077607
Metaphire schmardae EF077536
Bimastus parvus EF077605
Aporrectodea caliginosa EF077606
Drawida japonica japonica EF077600
Aglaophamus malmgreni Polychaeta AY996126
Chaetoparia nilssoni AY996125
Eteone picta AY996124
Eulalia mustela AY996123
Eumida sanguinea AY996121
Lacydonia sp. AY996120
Nereiphylla lutea AY996118
Mystides caeca AY996119
Hirudo orientalis Hirundinida EF405599
Moorebdellina biannulata EF405598
Trachelobdellina glabra EF405597
Oxytonostoma typica EF405596
Notostomum laeve EF405595
Platybdella anarrhichae EF405594
Megaliobdella szidati EF405593
Total 26
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Figura 4. Arvore filogenética pelo algoritmo de NJ construida com base nas sequéncias de mtDNA
COl, com todos os individuos das espécies R. alatus e R. motucu estudados, além de sequéncias
obtidas no banco de dados. Os valores de bootstrap se encontram préximos aos ramos.
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¢Oes 221 e 243 e contém as populagdes de Andrequicé/Cerradao, Corinto/Veredas e
Corinto/Cerrado, sendo que essa ultima localidade forma-se um pequeno subgrupo
identificado pela divergéncia na posi¢ao 237. Por fim, o ultimo grupo difere-se pelas
posigdes 222 e 224, contendo apenas um individuo da populagdo de Papagaio/Cer-
rado.

E importante ressaltar, que os trés individuos da espécie R. motucu, coletados em
Goias, apresentam o hapldtipo mais freqiiente entre os R. alatus de Minas Gerais.
Estes resultados mostram que ndo ha, novamente, evidéncias moleculares de que se
tratem de espécies diferentes.

mtDNA COI

O sequenciamento obtido gerou um amplicon de 634 pares de bases e um total de 185
sitios variaveis. De modo geral, a topologia da arvore filogenética (Fig. 4) mostrou
se mais adequada do que a obtida em rRNA 5.8S, agrupando em clados distintos as
diferentes classes de Anellida. Todos os individuos R. alatus agruparam-se em um
mesmo ramo, ¢ a espécie mais proximas a este ramo foi a R. motucu. E importante
ressaltar que ndo foi possivel gerar arvores com sequéncias de organismos de outros
filos devido a grande divergéncia genética. Novamente, R. motucu mostrou-se proxi-
mo evolutivamente dos minhocugus R. alatus avaliados no presente estudo.

DISCUSSAO

Estudos recentes de sistematica molecular tém demonstrado que, em fungdo de ta-
xas evolutivas diferentes, certos genes (ou regides do DNA) sdo mais apropriados
do que outros para a reconstru¢do de relagdes evoluciondrias entre taxons, em um
nivel particular de divergéncia (Simon et al.1994). Sequéncias de DNA nao-codifi-
cante sdo mais variaveis do que regides codificantes e seu uso tém se mostrado mais
apropriado para discriminagdo de niveis taxondomicos mais proximos (Smith & Klein
1994, Salvolainen et al. 1997). Através deste trabalho buscou-se esclarecer, baseado
no sequenciamento do gene do rRNA 5.8S, do ITS1 e da mtDNA COI, as relacdes
filogenéticas de minhocugus distribuidos em municipios do cerrado central de Minas
Gerais. A primeira etapa foi a avaliagcdo de diferentes genes, uma vez que ndo ha
estudos moleculares sobre minhucugus publicados ou mesmo seqiiéncias depositadas
em bases de dados.

A regido codificadora do rRNA 5.8S ¢ pequena e altamente conservada e po-
de ndo permitir caracterizagdo de espécie (Jorgenson & Cluster 1988), embora te-
nha demonstrado informagdes relevantes para analises filogenéticas em escala basal
(Hershkovitz & Lewis 1996). Conforme os resultados obtidos, esse gene demonstrou
um alto grau de conservagdo entre os individuos de R. alatus, R. motucu e E. fetida,
mostrando uma evolugdo lenta nesse gene, mesmo em espécies de familias distintas.
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Por outro lado, os clados formados a partir de sequéncias de rDNA 5.8S do banco
de dados ndo mostraram uma topografia condizente com a taxonomia tradicional.
Tal fato sugere taxas evolutivas diferentes entre diferentes espécies para esse gene,
ou até mesmo artefato, ja que ndo se pode aferir qualidade as sequéncias depositadas
em bancos de dados publicos. Entretanto, diferentes taxas evolutivas foram descritas
para o gene da subunidade 18S do complexo de rRNA (Martin et al. 2000).

Outros fatores podem contribuir para a constru¢do de arvores filogenéticas incor-
retas utilizando-se dados moleculares. Dentre os problemas encontrados pode-se citar
a retencgdo de similaridades resultante de polimorfismos conservados de um ancestral
e a perda de informagdes devido a substituicdes multiplas de um tnico sitio (Simon
et al. 1994). Por outro lado, a analise molecular oferece a vantagem de ser uma inves-
tigacdo direta da constituigdo genotipica, permitindo a detecgdo da variagdo em nivel
de DNA. De acordo com a metodologia adotada, as ferramentas moleculares podem
ser mais sensiveis na deteccdo da diversidade genética, podendo complementar os
métodos cldssicos baseados em caracterizagdo morfologica (Buso 2005).

Foi usado o método de neighbor joining, que segundo Nei (1996), produz a mes-
ma topologia das arvores construidas com o método de minimum evolution, quando
o numero de nucleotideos analisados é grande (>500), ou quando a quantidade de
variagdo ¢ grande, e se ha diferengas, elas sdo geralmente estatisticamente nao-signi-
ficantes. Além disso, o autor destaca que distancia p ou medidas de distancias simples
como Jukes-Cantor tendem produzir topologias adequadas, até mesmo mais que me-
didas de distancias sofisticadas, quando a quantidade de variagdes ¢ grande, como no
caso do gene da citocromo oxidase.

Os espacos internos transcritos (ITS1 e ITS2) separam os genes rTDNA 18S, 5.8S
e 28S. As regides do ITS de rDNA tém mostrado evoluir rapidamente, sendo uteis
em inferéncias filogenéticas em nivel de género e intragénero em plantas (Baldwin
1992), em nivel de espécies em peixes (Stepien ef al. 1993) e em nivel inter- ¢ intra-
especifico para Bivalvia (King et al. 1999). Além disso, Hershkovitz & Lewis (1996)
identificaram na regido ITS uma ferramenta evolutiva a ser explorada em organismos
proximos e distantes, fornecendo insights sobre a evolugdo de sequéncias de DNA
em geral. A rede haplotipica obtida nesse estudo corrobora a idéia de evolugdo rapida
dessa regido, ja que foram encontradas variagdes abundantes entre os minhocugus
analisados. O haplétipo mais freqiiente esta presente em varios municipios. Apenas
alguns dos haplétipos mais raros aparecem em apenas uma localidade. Entretanto, em
funcdo de sua baixa freqii€ncia, seriam necessarios estudos adicionais para esclarecer
se estes sdo realmente haplotipos privados de populagdes especificas.

O DNA mitocondrial tem sido um marcador molecular escolhido para reconstruir
modelos historicos de demografia populacional, migragdes, biogeografia e especia-
cdo (Hurst & Jiggins 2005). Sequéncias nucleotidicas ou de aminoacidos, ordem dos
genes mitocondriais, estrutura secundaria de RNA’s transportadores e desvios no
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codigo genético universal foram anteriormente utilizados em andlises filogenéticas.
Além disso, sequéncias tinicas de genes ou a regido controle mitocondrial tem com-
provado ser tuteis em estudos de genética de populacdes e de eventos de especiagdo
(Bleidorn et al. 2006).

Dentre as vantagens do DNA mitocondrial destacam-se a facilidade em ser am-
plificado em diferentes taxons e, por ser haploide, sua sequéncia pode ser facilmente
obtida sem clonagem. Devido a sua alta taxa evolutiva o mtDNA permite resgatar o
modelo de eventos histdricos recentes, sem grande esfor¢o em sequenciamento. Por
ultimo, sendo uma area com pouca recombinagao, a molécula inteira pode ser assu-
mida como tendo a mesma historia genealdgica (Hurst & Jiggins 2005).

Embora o mtDNA tenha a tendéncia de acumular mutagdes mas rapidamente do
que algumas regides nucleares, o gene codificador de proteinas COI apresenta tipica-
mente variagdo especificas (Tavares & Baker 2008). King et al. (1999) descreveram
variacdo intraespecifica limitada em Lasmigona subviridis, mas entre as espécies des-
te género ha grande diferenciagdo genética. As sequéncias produzidas para este gene
entre os minhocugus, mostraram abundante variagao intra e interespecifica.

Outro aspecto questionado por esse estudo ¢ se realmente todos os individuos
coletados no cerrado central de Minas Gerais s@o da espécie R. alatus, ja que a litera-
tura descreve uma distribui¢do mais restrita (Drumond et al. 2007). Nesse contexto, a
analise filogenética pode elucidar o status de um taxon e ajudar a alcangar o objetivo
de proteger entidades distintas geneticamente e evolutivamente, podendo também
mostrar as reais prioridades para alocagdo de esforgos (Andreasen 2005). O manejo
efetivo de espécies em risco pode ser complicado devido a inexisténcia de infor-
macdo taxondmica adequada da espécie (King et al. 1999). Técnicas moleculares
(primariamente, sequenciamento de DNA) tém transformado a habilidade dos cien-
tistas de descrever e definir a diversidade biologica, sendo, aliadas a outros tipos de
dados, ferramentas fundamentais para descrigao de espécies cripticas. Espécies crip-
ticas requerem uma atencao especial no planejamento de conservacao devido a dois
problemas: espécies ja consideradas extintas ou ameacgadas podem ser compostas de
multiplas espécies, que sdo até mesmo mais raras do que previamente suposto; e, di-
ferentes espécies podem requerer diferentes estratégias de conservagio (Blickford et
al. 2006). No presente estudo, o sequenciamento do gene rDNA 5.8S ndo auxiliou na
separacao das espécies estudadas (R. alatus e R. motucu), pois ndo mostrou nenhuma
variagdo. Ja o ITS1, em funcdo da abundante variacdo intraespecifica, mostrou-se ttil
na separagdo de algumas subpopulacdes. Entretanto, o ITS1 também ndo foi capaz de
separar as espécies estudadas (R. alatus e R. motucu), uma vez que R. motucu apre-
senta o haplotipo mais comum presente em R. alatus.

Uma profunda compreensao das relagdes filogenéticas de R. alatus ¢ essencial
para prover informagdes necessarias para o acesso do status de espécie e para o pla-
nejamento, implantacdo e monitoramento de programas de manejo e uso sustentavel.
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De acordo com os resultados obtidos nessa fase do estudo, faz-se necessario inves-
tigar outros genes, como o ITS2 e os rDNA 18S e rDNA 28S, para melhor esclare-
cimento das relagdes filogenéticas do minhocugu, bem como para avaliar o quanto a
espécie foi impactada pela atividade extrativista exacerbada. Estudos futuros também
incluirdo a investigacdo de correlagdo entre distribui¢do geografica vs. haplotipos, e
haplotipos vs. variagdes morfologicas, que estdo sendo coletadas para esses animais
(comprimento, didmetro do animal, didmetro da galeria).

Em conclusdo, o gene do rDNA 5.8S se mostrou conservado, ndo tendo sido ob-
servadas variagdes entre os individuos testados de R. alatus e R. motucu. Essa sequ-
éncia foi a mesma encontrada nas bases de dados para E. fetida, sugerindo uma forte
conservagao entre estas espécies. A regido ITS1 mostrou-se polimorfica em R. alatus,
podendo ser utilizada, associada a outros marcadores moleculares, em estudos de
Genética de Populacdes, aplicando-se a conservagdo e uso sustentavel da espécie. O
gene mtDNA pode conter informagdes filogenéticas relevantes, sendo também fun-
damental, associado aos outros genes nucleares, para estudos de filogenia e genético-
populacionais.
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