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No dia a dia estamos acostumados a realizar diversas tarefas, uma delas é fazer compras
nos supermercados. Como se trata de uma atividade rotineira, pode ser que alguns detalhes passem
despercebidos. Ja parou para pensar porque cada produto tem um codigo de barras? E 0 que sdo
estes codigos de barras? Os codigos de barras sdo sequéncias numeéricas representadas por barras
escaneaveis e exclusivas que servem para individualizar os produtos, ou seja, cada tipo de produto
possui um codigo Unico. E dessa maneira que ao passarmos o produto pelo caixa conseguimos
imediatamente saber seu preco, além disso, o estabelecimento comercial consegue organizar 0s
produtos e manter um controle maior sobre cada um deles, como alteracdes de preco e o controle do
prazo de validade.

Mas porque estamos falando sobre codigos de barras de supermercados? E simples, em
2003 uma nova estratégia para documentar a diversidade bioldgica, inspirada nos cédigos de barras,
foi proposta. A ideia era encontrar uma sequéncia de DNA que servisse como codigo para todos 0s
tipos de seres vivos existentes e que fosse capaz de separa-los adequadamente, como acontece com
0s produtos dos supermercados. Assim, cada espécie teria sua propria sequéncia, 0 que tornaria
possivel o seu reconhecimento, esta estratégia ficou conhecida como DNA Barcode. Na época uma

grande expectativa tomou conta da comunidade cientifica, porém, aos poucos, cientistas foram
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constatando que a ideia de utilizar a sequéncia de um Unico gene, como cddigo para separar cada
um dos seres vivos ndo seria possivel.

Mesmo reconhecendo a limitacdo, a ideia avancou e hoje temos métodos bem
estabelecidos e grandes bancos publicos de dados (como exemplo o GenBank que armazena
sequéncias de DNA, RNA e proteinas). Atualmente se reconhece que o gene mais eficiente para a
separacao das espécies depende do grupo e que, no caso de animais, 0 DNA do gene mitocondrial
COl (citocromo c oxidase subunidade I) pode ser bastante eficiente.

Neste contexto, comecamos a aplicar a técnica do DNA Barcode no estudo de insetos da
ordem Plecoptera do Estado de Sdo Paulo. Os plecépteros sdo encontrados em riachos com
correnteza, pois esses ambientes possuem caracteristicas fisico-quimicas particulares, como por
exemplo, a elevada oxigenacdo da agua. Seus estagios imaturos vivem na agua, sendo alguns deles
detritivoros e raspadores, ao passo que outros sao predadores. Os adultos séo terrestres e habitam
a vegetacdo as margens dos riachos. Estes insetos sdo importantes bioindicadores de qualidade
ambiental, pois sdo sensiveis aos efeitos negativos causados pelas atividades antropicas ocorridas
nos riachos e/ou em suas margens.

Assim, é importante saber identificar esses animais ao nivel de espécie, para que eles
possam ser utilizados em outros tipos de estudos como, por exemplo, de biomonitoramento
ambiental. A identificacdo desses insetos € feita atraves da identificacdo morfoldgica dos machos
adultos, pois as estruturas reprodutivas dos machos sdo bastante diferentes entre as espécies. Ja as
fémeas sdo dificeis de identificar porque possuem pouca diferenciacdo, e os estagios imaturos séo
praticamente desconhecidos. Para efeito ilustrativo, no Brasil sdo encontradas duas familias desses
insetos, as familias Perlidae e Gripopterygidae. A primeira (foco do estudo demonstrado neste
artigo) é representada por quatro géneros, sdo eles: Anacroneuria, Enderleina, Kempnyia e
Macrogynoplax. Com excecao de Enderleina, os demais géneros ocorrem no Estado de Séo Paulo.

E justamente para aumentar o conhecimento acerca da identificacio dos plecopteros que o

nosso grupo de pesquisadores comegou a utilizar a técnica de DNA Barcode, visando relacionar os
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estagios imaturos com os respectivos adultos. Até recentemente, a Unica forma de obter esta relacao
era criar o imaturo até tornar-se um adulto (procedimento muito dificil, devido a alta sensibilidade
dos imaturos as alteracdes no ambiente).

Espécimes de perlideos foram coletados no Parque Estadual Intervales (PEI), um dos
resquicios de Mata Atlantica mais bem conservados do Estado de Sdo Paulo. Foram amostrados trés
riachos, nos quais os imaturos foram coletados em meio as pedras do leito do riacho com a ajuda de
pucas e os adultos com a ajuda de armadilhas luminosas de atracdo. Apds a coleta, os insetos foram
colocados em alcool 100% e entéo levados ao laboratdrio para serem identificados com base em sua
morfologia. Os adultos foram identificados ao nivel de espécie e os imaturos ao nivel possivel
(sendo morfotipados quando preciso). Posteriormente, os adultos identificados e 0s imaturos em
estdgios mais avancados foram selecionados para a extracdo e sequenciamento do gene COl,
permitindo, assim, que cada individuo recebesse um “codigo”. Com as sequéncias em maos,
utilizando programas especificos, foi construido um dendrograma (Figura 1) utilizando o método do
“Agrupamento de Vizinhos”. Este método (do inglés “Neighbor-joining’) tem como finalidade
interpretar as sequéncias de DNA e agrupar as mais parecidas. Dessa forma conseguimos relacionar
0s imaturos aos adultos e, consequentemente, identificar as suas respectivas especies.

Como é possivel notar na Figura 1, a analise de Agrupamento de Vizinhos das sequéncias
do gene COI de 24 individuos resultou em oito linhagens genéticas diferentes, cada uma delas
representada por uma cor diferente. E possivel notar também que dois imaturos, LP 01 e LP 12,
foram relacionados com adultos, o que demonstra que a técnica realmente ¢ eficaz para identificar e
associar os estagios destes insetos. O imaturo LP 01 € da espécie Kempnyia neotropica, a qual ja
havia sido descrita por meio de sua criagdo em laboratorio (Figura 2). O imaturo LP 12 é muito

jovem, porém, com a andlise do COI foi possivel associad-lo a espécie Anacroneuria flintorum.
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Figura 1. Arvore (dendograma) obtida através de Agrupamento de Vizinhos de sequéncias de
COI. Os espécimes estdo coloridos de acordo com a espécie. N: Estadgio imaturo. (A)

Morfotipo adulto e (N) imaturo. &: Macho. Q: Fémea. PPI/LP: Codigos de identificacéo.
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Figura 2. A: Imaturo de Kempnyia neotropica (LP 01). B: Fémea adulta de Kempnyia

neotropica (PPI 4).

Este tipo de trabalho nos capacita identificar as espécies correspondentes aos estagios
imaturos com maior rapidez. No Brasil, o estudo dos insetos da ordem Plecoptera utilizando a
técnica do DNA Barcode iniciou-se com pesquisadores do Estado do Rio de Janeiro e esta sendo
realizado também em Assis, Sdo Paulo. Tendo em vista os beneficios da utilizacdo do COlI
demonstrados aqui, a perspectiva é que a técnica também se dissemine entre os pesquisadores de
outros grupos de insetos aquaticos, possibilitando a identificacdo dos estdgios imaturos. A ideia é
que exista uma integracdo entre a identificacdo morfolégica convencional e a utilizacdo de

tecnologias moleculares ampliando a nossa capacidade de documentagéo da biodiversidade.

Glossario
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Atividade antropica - atividade resultante da atuagdo do homem.
Bioindicadores - sdo espécies, populacdes ou comunidades biologicas cuja presenca, abundancia e
condicdes séo indicativos biologicos de uma determinada condi¢do ambiental.
Biomonitoramento ambiental - acompanhamento das condi¢cdes ambientais de determinado local
utilizando sensores bioldgicos, ou bioindicadores.
Detritivoros - animais que se alimentam de restos organicos.
DNA - composto organico transmitido hereditariamente, que contém as instrugdes genéticas, que
coordenam o desenvolvimento e funcionamento de todos 0s seres Vivos.
Espécimes - individuos.
Gene mitocondrial - unidade do DNA presente nas mitocéndrias, menos diferenciado entre
individuos da mesma espécie, pois nao apresenta recombinacdo génica.
Morfotipados - tipos morfoldgicos estabelecidos quando néo é possivel a identificagdo nominal.
Perlideo - inseto pertencente a ordem Plecoptera, da familia Perlidae.
Plecdpteros - insetos da ordem Plecoptera.
Predadores - animais que se alimentam de outros animais.
Raspadores - animais que raspam o substrato em busca de alimento.

Taxonomia - ciéncia que visa a descricao da biodiversidade.
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