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“Vocé que diz até onde vai,
Cada limite um novo comecgo
Infinitas chances véao surgir,
Se permitir”

Scalene — Sublimacéo
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RESUMO

Espécies invasoras causam grandes problemas financeiros e ecologicos. Entre as
espécies aquaticas incrustantes que tém causado problemas no Parana recentemente, esta
o hidroide colonial Cordylophora caspia. A espécie é encontrada de ambientes maritimos a
estuarios e aguas continentais, devido a sua grande capacidade de reproducao, plasticidade
fenotipica e fisiologica. Sua dispersdo tem sido auxiliada por atividades humanas, ao ser
transportada por agua de lastro. Hoje, ela se espalha em rios da Bacia do Parana, e causa
problemas ecolégicos ao competir por substrato, e problemas financeiro ao formar biofilmes
em estruturas relacionadas ao saneamento. Medidas de manejo e conservacao para lidar com
0 avanco da espécie requerem um método eficaz de deteccdo para o0 seu monitoramento. O
método tradicional, entretanto, se baseia no crescimento de colbnias em placas submersas,
0 que pode ser impreciso sob certas condi¢des e consumir muito tempo. Métodos alternativos
de deteccdo de espécies surgiram nos ultimos anos utilizando o DNA ambiental. Esse se
baseia na coleta de amostras ambientais, onde o material genético dos organismos se
deposita, e o uso de um marcador molecular aplicado a uma técnica de biologia molecular
para o diagndéstico da presenca da espécie. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
marcador molecular para aplicagdo de um ensaio de PCR em tempo real (RT-PCR) para a
deteccdo do hidroide em amostras de 4gua de locais de interesse. O método permite uma
deteccdo mais precisa e um resultado mais rapido do que o método tradicional, o que auxilia
na tomada de decisdes para manejo e conservacao.

Palavras-chave: Cordylophora caspia, invasdo biologica, RT-PCR, marcador
molecular, DNA ambiental
ABSTRACT

Invasive species are a major cause of ecological and financial problems. In the aquatic
invasive species group, the biofouling species are the most troublesome. One of these species,
that have been causing problems in the state of Parand, is the colonial hydroid Cordylophora
caspia. It’s great reproductive capability and its phenotypical and physiological plasticity allows
the species to occupy from sea waters to continental waters. Its dispersion has been facilitated
recently by human activity, mostly by indirect transport through ballast water. Nowadays, the
species spreads in the Parana River Basin, and has been causing ecological problems as a
substrate competitor, and financial problems as it forms biofouling in water treating facilities.
The efficiency of both control and management depends heavily in an efficient monitoring
process. The traditional method, however, is based on growing colonies in sunken plates,
which may be inaccurate under certain conditions, as also time consuming. Alternative
detection methods have been described recently using environmental DNA. It is based in the
collection of environmental samples, which is filled with fragments of DNA of the species which
live in that habitat. Then, its applied a molecular marker in an molecular biology protocol, in
order to diagnosis the presence of the species. The objective of this work is to develop a
molecular marker to be applied in a real time PCR (RT-PCR) assay, in order to detect the
hydroid in target locations. The method allows for a faster and more precise answer than the
traditional method, which supports the decision making in management and control.

Key-words: Cordylophora caspia, biological invasions, RT-PCR, molecular marker,

environmental DNA



1 BIOINVASAO E Cordylophora caspia

O estabelecimento de espécies invasoras tem sido reconhecido como uma das
principais ameacas a biodiversidade mundial recentemente. Em ambientes aquaticos,
o principal vetor de introducéo de espécies é pelo transporte através de agua de lastro
de navios (MACK et al., 2000). Diversas espécies sao introduzidas, mas poucas se
tornam invasoras. Alguns fatores associados a isso sdo a auséncia de predadores,
alta plasticidade fenotipica e fisiologica, e alta taxa de reproducdo (ou crescimento)
(BOLTOVSKOQY et al., 2006).

Espécies invasoras frequentemente causam impactos econémicos e ecoldgicos.
No caso de espécies aquaticas, um grupo problemético sdo o de espécies
incrustantes. Essas espécies sao formadoras de biofilmes, e rapidamente deslocam a
composicdo das espécies dos locais onde se instalam, tanto por competicdo por
substrato (DARRIGRAN & EZCURRA-DE-DRAGO, 2000), quanto por liberacdo de
compostos téxicos e introducdo de doencas (NEVES & ROCHA, 2006). Ja no setor
econdbmico, essas espécies sdo conhecidas por causar problemas em usinas
hidrelétricas e centros de tratamento de 4gua. Nesse contexto, ocorre 0 entupimento
das tubulacdes, corrosédo da estrutura de sustentacdo e oclusao principalmente de
filtros (PHILLIPS et al., 2006). Além do aumento do custo da manutencdo e servicos
associados ao monitoramento e controle bioldgico, o servi¢co da instalacdo também
fica temporariamente indisponivel, o0 que leva a mais prejuizos econémicos e de
distribuicdo de agua e energia.

Entre as espécies invasoras que vém causando impactos ecoldgicos e econdmicos
no estado do Parana, estd o hidroide Cordylophora caspia PALLAS 1971 (syn:
Cordylophora lacustris ALLMAN 1844). E um hidroide atecado, que se organiza em
colénias estolonais ou arborescentes. As colbnias alcancam até 10 cm de altura
(FOLINO, 2000). A espécie ndo apresenta medusa livre-natante, e a reproducao
sexuada gera uma larva planula (MORRI, 1981). Sua dieta é carnivora (passivamente)
e consiste principalmente de zooplancton, microcrustaceos, copépodos e nauplios
(GILI & HUGHES, 1995).

Apesar de ser eurihalino e sua alta plasticidade fenotipica permitir que habite
diversos tipos de ambientes aquaticos — de dguas marinhas a aguas continentais, a

sua distribuicdo no mundo € descontinua (ROOS, 1979). As colbnias se formam sobre



substratos rochosos, objetos submersos, concreto e até sobre conchas e caules/
troncos flutuantes (ROOS, 1979).

A temperatura de crescimento ocorre de 8° C a 30° C, sendo o ideal entre 18° C e
26° C (FULTON, 1962; FOLINO & INDELICATO, 2005). A espécie € insensivel a
variacao de luz e pH (FULTON, 1960; GUTIERRE, 2012), mas necessita de ambientes
com boa oxigenacéo (FULTON, 1962). O crescimento da espécie ocorre em ciclos de
regeneracao-regressao, nos quais a populacdo comeca a crescer na primavera, a
reproducdo ocorre no verdo. Posteriormente, a populacdo regride no inverno
(JORMALAINEN, 1994; DAMMSKI, 2008). As colbnias também podem ter seus ciclos
alterados por dinamica de populagcdes modulares (JORMALAINEN, 1994), e por
fatores ecolégicos (como competicdo e predacao) (TARDENT, 1963). Smith et al.
(2002) também mostra que a espécie demonstra alteracbes morfolégicas em habitats
de baixa salinidade, como diferencas nos pélipos e formato das células. A taxa de
crescimento e de reproducédo dessas populacdes também apresenta reducéo. Apds o
periodo de dorméncia no inverno, ocorre um periodo forte de reproducdo sexuada,
seguido de um periodo de crescimento de hidrantes para a alimentacao
(JORMALAINEN, 1994).

Em periodos frios, a espécie sobrevive atraveés da formacdo de formas latentes
chamadas menontes (fragmentos de tecido com propriedades regenerativas)
(FOLINO-ROREM & INDELICATO, 2005). Esses fragmentos também podem ficar
suspensos na coluna d”’agua, o que dificulta o controle da dispersao da espécie e sua
remocao.

A espécie é originaria dos Mares Caspio e Negro. A distribuicdo da espécie se
expandiu rapidamente devido ao transporte por agua de lastro e pela capacidade da
espécie de proliferar em salinidades variadas (FOLINO, 2000). O principal mecanismo
de disperséo é por agua de lastro (FOLINO, 2000) uma vez que a dispersao clonal é
praticamente negligenciavel (DARLING & FOLINO-ROREM, 2009). Atualmente, a
espécie ocorre em aguas continentais da América do Sul e do Norte, e em aguas
oceanicas da América do Norte, Europa e Oceania (ZAMPONI, 1991; HULRBERT &
VILLALOBOS-FIGUEROA, 1982; CORDERO, 1941; RICCIARDI & MACISAAC, 2000;
VAATE et al.,, 2000). O primeiro registro no Brasil foi em 1991, no Rio Parana
(HADDAD & NAKATANI, 1996). A espécie também possui registro nos estados do Rio
de Janeiro (GROHMANN, 2007), Sao Paulo (SILVEIRA & BOSCOLO, 1996). Além



das rotas de disperséo por agua de lastro, o potencial aumento da temperatura das
adguas do planeta pelo aguecimento global aumentara a taxa de crescimento das
populacdes, o que facilitara rotas de invasao alternativas e tornara mais severo 0s

impactos ecoldgicos da espécie (MEEK et al., 2013).

As medidas de controle da populacdo sdo geralmente ineficientes por serem
inespecificas (e.g. tratamentos por temperatura ou com cloro [FOLINO-ROREM, 2005;
MANT et al., 2012]) e com pouca aplicabilidade a ambientes abertos. Populacdes
distintas também demonstram diferentes respostas aos tratamentos (FOLINO-
ROREM, 2005), potencialmente por incerteza taxondmica associada a complexos
populacionais geneticamente distintos (FOLINO-ROREM & DARLING, 2009).

O método tradicional de monitoramento envolve o uso de placas submersas para
que ocorra o crescimento de colonias, e posterior identificacdo (MANT et al., 2011). A
desvantagem do método é que o resultado do estado de invasdo ocorre apenas para
populacdes ja estabelecidas, e € dependente do periodo de crescimento. Métodos
alternativos para o monitoramento de invasdo podem aumentar a eficiéncia do
monitoramento em aspectos financeiros, de tempo de resposta e logisticos. Com esse
fim, foi desenvolvido um marcador molecular para a deteccao da espécie em amostras
de DNA ambiental, em ensaios de PCR em tempo real (RT-PCR, ou gPCR), como

forma alternativa de deteccao e uso para monitoramento do estado de invaséao.

2 DNA AMBIENTAL

De acordo com Taberlet et al. (2012), os primeiros estudos envolvendo a
identificagdo de espécies utilizando o DNA se baseavam em digestéo por enzima de
restricdo ou hibridizacdo por sondas espécie-especificas. Esses métodos se baseiam
em técnicas de genética, mas que ndo necessariamente envolvem sequéncias de
DNA.

Atualmente, o uso de DNA ambiental para detec¢céao segue duas grandes vertentes:
A deteccdo por amplificacdo (sem sequenciamento), e a deteccado por unidades
taxondmicas operacionais (UTOs, ou OTUs do termo original), que € baseada em
seguenciamento.

O mais simples método de deteccédo por DNA ambiental € a identificacdo por PCR

simples. Ela se baseia em um uso de primer espécie-especifico, que ira anelar apenas
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ao DNA da espécie alvo. A amplificacéo do fragmento ocorre apenas entéo se o locus
alvo estiver presente na amostra.

Outro método € a PCR quantitativa, que se baseia na deteccdo de fluoroforos na
reacao. O fluordforo interage com o DNA, e ocorre resposta especifica se houver
amplificac@o, que é detectada por um sensor especial no termociclador. Ha duas
estratégias principais: o fluorémetro reporter sendo especifico ou ndo. Quando néo
especifico, o reportador se liga ao DNA independentemente da sequéncia, e todo ele
fluoresce. A amplificacdo de fragmentos entdo aumenta o numero de fitas, e
consequentemente a resposta de luz sobe. O marcador pode também ser especifico,
quando a sonda é baseada em pareamento de sequéncia alvo, carregando um
fluoréforo. A sonda costuma carregar um quencher, que € uma molécula secundaria
gue captura a luz emitida pelo fluoréforo quando ndo anelado ao DNA alvo. Quando
ocorre a amplificacdo do fragmento, ao passar pela sonda na fita, a DNA polimerase
causa a mudanga de conformacéo dessa (por atividade de exonuclease 5°-3’), e 0
quencher se afasta do fluoroforo. Isso causa a liberagdo de luz visivel sem
interferéncia pelo quencher, que € capturada pelo termociclador. Em contexto
ambiental, € feito um conjunto de primers espécie-especificos, com uma sonda
espécie-especifica, em que a amplificacdo s6 ocorre com o DNA da espécie-alvo na
amostra.

Ja identificacdo através de sequéncias comecou com meétodos baseados em
amplificacdo (PCR) e sequenciamento; que utilizavam especialmente o gene da
Subunidade Citocromo C Oxidase | (COIl) (HEBERT et al., 2003). Apesar de ser um
popular marcador molecular para metazoarios, este ndo se aplica a todos os
organismos. Shokralla et al. (2012) cita que para outros grandes grupos de
organismos, ha outros marcadores populares. Eles sdo: subunidade ribossomal (16S)
para bactérias, introns ribossomais (ITS) para fungos, maturaseK (matK) e ribulose-
bisfosfato carboxilase (rbcl) para plantas. A recorréncia desses marcadores é por sua
alta representatividade e facilidade de trabalho. Isso ocorre pois se tratam de regides
de evolucao rapida — o que permite diferenciar espécies que divergiram recentemente.
E apesar de interferéncia de outros processos evolutivos, como monofilia incompleta
ou introgressao (por hibridizacdo), a identidade taxonémica de sequéncias ainda tem
resolucao para pelo menos, clados superiores (FREELAND et al., 2006). Isso facilita

Seu uso para espécies
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A obtencéo das sequéncias utilizadas nesses estudos era através do método de
Sanger (1977). Por prépria limitagdo do método, ndo € possivel trabalhar com mais
de um marcador molecular por reacdo. Também é necessario que esse marcador
tenha um tamanho de fragmento adequado (até 800 pares de bases). Outra
desvantagem, é que o sequenciamento € dependente de amplificacdo prévia, que é
uma das fontes de contaminacdo mais probleméticas, especialmente de amostras
ambientais.

Recentemente, novos métodos de sequenciamento foram desenvolvidos. Esses
métodos incluem diversas plataformas de sequenciamento, como Roche 454 (Roche
Diagnostics Corp.), lllumina (lllumina Inc.) e lon Torrent (Life Technologies.). Esses
sistemas trabalham com estratégias de sequenciamento diferentes, mas todos
compartilham uma maior capacidade de sequenciamento (em numero de bases e
guantidade de loci) em relacdo ao proprio método de Sanger. O chamado high
throughput, € quando o sistema € capaz de processar diversas amostras e ao mesmo
tempo (ao invés de apenas uma), por lidar com mdltiplas sequéncias marcadas com
identificadores. O sistema também apresenta a maior sensibilidade a menores
quantidades de DNA.

Apesar das diversas plataformas, a maioria dos estudos emprega a plataforma
lllumina — que utiliza a amplificacdo por ponte, e faz pirosequenciamento por sintese,
pelo seu maior poder de processamento e menor preco por base. Resumidamente,
os sistemas Roche 454 e lllumina trabalham com pirosequenciamento. Essa
estratégia utiliza nucleotideos marcados com fluoréforos, que emitem luz quando
incorporados na sequéncia. Essa luz é capturada sequencialmente, e a leitura é feita
por sensor de luz. O sistema Roche 454 faz PCR por emulsdo para amplificacao,
enguanto o lllumina faz amplificacédo por ponte (com oligonucleotideos ligados a uma
lamina, e com adaptadores complementares, que funcionam como primers, ligados
aos fragmentos) (SHOKRALLA et al., 2012).

Ja o terceiro sistema, lon Torrent, se baseia na liberacdo de prétons ao ocorrer a
incorporacdo de bases na sequéncia. S&o feitos ciclos em que apenas um tipo de
base € incorporada. O microsensor detecta entdo se houver mudanca de pH. Quando
positivo, a base correspondente € computada e a sequéncia € montada. Apenas uma
base é ciclada por vez, e a base anterior € lavada ap0s o periodo de incorporagéo.

Essa mudanca de tecnologia permitiu o estudo de fontes de DNA que se podia tirar
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pouca informacgéo, pela menor capacidade de sequenciamento. A principal aplicacao
foi a identificacdo de mdultiplas espécies em amostras de eDNA.

Para a identificacdo rapida de espécies, entretanto, o sequenciamento de nova

geracdo ndo é o método mais eficiente. Além do maior tempo de preparacao
das bibliotecas, os protocolos também s&o mais custosos no quesito de reagentes e
equipamentos.

De acordo com Taberlet et al. (2012), o primeiro emprego do sequenciamento de
proxima geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), foi no estudo de reconstrucao
de comunidades ancestrais através de amostras do permafrost. A identificacdo de
multiplas identidades taxon6micas a partir de uma Unica amostra de eDNA foi
chamada de metabarcoding. Em contraste com o barcoding tradicional, o primeiro
identifica uma gama muito maior de espécies alvo.

Ja o primeiro estudo mostrando a detec¢do de espécies aquaticas através de eDNA
utilizou anuros como a espécie alvo. Nesse estudo, Ficetola et al. (2008) coletou
amostras de agua de diferentes pocas e fez deteccéo por sequenciamento de produto
de PCR (método de Sanger) e pirosequenciamento (Roche 454). Esse estudo mostrou
a viabilidade da utilizacdo de amostras do ambiente para a deteccao da presenca de
espécies.

A maioria dos estudos com eDNA se baseia em deteccao de organismos aquaticos.
Esses métodos consistem na coleta de agua e sua posterior filtragem em um filtro
especializado com microporos, que retém fragmentos de DNA na agua, células
descamadas dos organismos, partes de tecidos dos organismos ou até mesmo larvas
(quando muito pequenas). Esses filtros sdo posteriormente extraidos com um
protocolo de biologia molecular, e entdo sao aplicadas diferentes técnicas de andlise
do material genético para a identificacdo de espécies (e.g. PCR, Q-PCR,
sequenciamento).

Uma das principais caracteristicas de trabalhar com amostras ambientais, € que o
DNA estéa frequentemente degradado. Isso ocorre porque o material genético ja esta
fragmentado, e ainda esta exposto a diversos fatores ambientais, como temperatura,
salinidade e movimentacdo da 4gua. Robson et al. (2016) mostra também que ao
fazer esse tipo de estudo, deve-se considerar a taxa de liberacédo de material genético
do organismo em interesse. As condicdes do ambiente, para mensurar a taxa de

degradacdo dos fragmentos também devem ser consideradas, como: A temperatura
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da agua, a incidéncia de luz solar, a salinidade, e a turbidez devido a outros
organismos e a propria topologia e hidrologia do corpo d’agua. Também deve-se levar
em consideracdo a acumulacao de DNA no corpo d"agua, ao se fazer a coleta. Klymus
et al. (2014) utilizou um sistema aquéatico com carpas para quantificar a taxa de
liberacdo de DNA desses peixes usando gPCR. Eles mostraram que a taxa de
liberacdo varia muito entre individuos da mesma espécie, independente do estadio de
desenvolvimento (também observado por Maruyama et al. [2014]). O mesmo
resultado foi observado também para um mesmo individuo, em diferentes condicdes
metabdlicas e estado de alimentacdo. Apesar disso, observaram uma correlacédo
linear entre 0 aumento da biomassa e 0 aumento da taxa de liberacdo de eDNA.
Eichmiller et al. (2014) mostra que a distribuicdo de eDNA em corpos d’agua se da
especialmente onde as populagcbes vivem; de forma que os habitos da espécie (local
onde vive no corpo d’agua, altura na coluna e habitos) influenciam em como as
amostras devem ser coletadas. Dejean et al. (2011) também mostra que a persisténcia
de DNA no ambiente € de até 1 més, e reforca que o método de amostragem deve
ser rigoroso. Assim, o0 método de coleta deve ser adaptado para cada ambiente e de
acordo com o organismo estudado.

A escolha do método influencia também no resultado dos protocolos moleculares.
Deiner et al. (2015) mostra que diferentes métodos de coleta e extracdo resultam em
maior ou menor qualidade dos extratos. Isso influencia todo o processo de deteccgéo
dos organismos. Uma menor resolucdo no sequenciamento pode levar a falsos
negativos (quando a espécie ndo é detectada, mas esta no ambiente).

Uma manipulagéo inadequada também pode causar contaminacao (levando a um
falso positivo, quando a espécie é detectada, mas ndo esta no ambiente). Em
contraste, também pode haver a falsa detec¢do. Essa ocorre quando a espécie é
detectada no ambiente e o DNA estd comprovadamente na amostra — mas néo
ocorreu por contaminacdo. Isso ocorre por carreamento dos fragmentos por outros
animais — como predagao e excrecao, carreamento por correntes d’agua e outros
processos relacionados a decomposicéao (REES et al., 2014; MERKES et al., 2014).

A deteccao de organismos em ambientes aquaticos € particularmente Util para o
monitoramento de espécies invasoras e para mapeamento de biodiversidade. No caso
de espécies invasoras, exemplos de casos onde foram realizados estudos sao: com
carpas (JERDE et al., 2011; KLYMUS et al., 2014), anuros (DEJEAN et al., 2012),
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salamandras (GOLDBERG et al., 2011), jibdias (HUNTER et al., 2015), moluscos (PIE
et al., 2006; ARDURA et al.,, 2016) e moscas (SCHNEIDER et al., 2016). Esses
estudos tém em comum o desenvolvimento de um marcador molecular espécie-
especifico, e sua posterior aplicacdo em um protocolo molecular adequado para o
organismo em estudo. Essa estratégia de deteccdo é particularmente util para
invasao, pois apresenta alta taxa de deteccao em estagios iniciais de colonizacao. Em
contraste com métodos tradicionais de inspecdo (e.g. captura, monitoramento e
observacdo), ha diversas vantagens do primeiro. Elas incluem menor esforco
amostral, menor tempo de deteccdo, independéncia dos habitos do organismo (com
a condicdo de que o animal tenha passado pelo corpo d"agua em questdo), menor
custo e maior taxa geral de deteccédo (REES et al., 2015).

Ja para estudos de diversidade biolégica, um exemplo de aplicacdo é o realizado
por Miya et al. (2015), onde foi feito o0 mapeamento de espécies de peixes em um
estuario. Esse tipo de estudo consiste no desenvolvimento de um marcador molecular
de alta cobertura entre os taxons (geralmente uma regido conservada), mas tem que
variacdo suficiente no fragmento para ser capaz de diferenciar entre espécies.
Utilizando um protocolo molecular para um sistema de sequenciamento de proxima
geracdao, € possivel sequenciar todos os fragmentos presentes na amostra ambiental.
Posteriormente, por bioinformatica, essa informacdo € processada, e € possivel
recuperar a identidade taxonémica de todos organismos presentes. I1Sso ocorre por
comparacao da sequéncia obtida com um bando de dados interno de sequéncias (a
identidade taxondmica empregada pelo pesquisador a cada espécie, em um
determinado locus de estudo), em que a equivaléncia das sequéncias € interpretada
como a presenca da espécie. Esse tipo de estudo é particularmente atil para o
mapeamento de biodiversidade de locais pouco estudados, ou de dificil acesso/
estudo.

Fora de sistemas aquaticos, um outro estudo realizado para o mapeamento de
biodiversidade € de Calvinag-Spencer et al. (2013), que utilizou moscas carniceiras
como vetores para a coleta de material genético. Em contraste com os métodos de
mapeamento tradicionais para ambientes terrestres, a deteccdo por eDNA é muito
mais rapida e eficiente em detectar espécies raras. Também ¢é util para descobrir
novas espécies (geralmente nao incluidas nos bancos de dados internos). Outras

aplicacdes do uso de DNA ambiental incluem estudos de cadeias alimentares. Os
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métodos tradicionais para esse tipo de estudo incluem a observagéo da interagdo em
campo e a analise de conteudo fecal dos animais. Estudos recentes, entretanto,
utilizam o DNA ambiental (presente nas fezes dos animais) para detectar as espécies
presentes e montar redes de interacfes. Isso ocorre porque nem todo o DNA é
digerido, e restam pequenos fragmentos. Esses podem ser utilizados com a estratégia
de amplificacdo de um locus conservado, mas com alta resolugéo taxonomica, para
atribuir identidade as espécies. Um importante detalhe do método é a aplicacdo de
“blockers”, que séo oligonucleotideos em que a sequéncia pareia com o locus de
estudo do animal que esta sendo estudado — geralmente o predador. Isso causari o
bloqueio da amplificagdo do proprio DNA do animal. Isso facilita os métodos de
sequenciamento e aumenta a representatividade dos resultados. Exemplos de
estudos incluem aqueles com carnivoros terrestres (SHEHZAD et al.,, 2012),
carnivoros aquaticos (JAUNIAUX et al., 2014), omnivoros terrestres (DE BARBA et
al., 2013), herbivoros aquaticos (LERAY et al., 2013), e até mesmo de invertebrados,
pela detecgdo de DNA na teia de aranhas (XU et al., 2014).

Amostras ambientais ndo se limitam a corpos aquaticos, entretanto. Apesar das
fontes jA mencionadas de origem bioldgica, outra potencial fonte de material genético
€ 0 solo. A metodologia difere especialmente na forma de captura e extragcdo. O solo
pode ser coletado tanto de corpos aquaticos, quanto de ambiente terrestre. No caso
de corpos aquaticos, o DNA no solo frequentemente é mais conservado do que
guando na coluna d"agua. Isso ocorre porque a compactacao do sedimento reduz a
exposicdo dos fragmentos a fatores ambientais. Em alguns casos, o DNA persiste por
décadas, ou até séculos (ANDERSEN et al., 2012). Outras potenciais fontes sédo de
geleiras, permafrost e de outros ambientes com potencial de preservacdo de
ambientes ancestrais. Orgiazzi et al. (2014) discute o potencial do uso de solo e
concluem que o metabarcoding é uma poderosa ferramenta para tanto mapeamento,
quanto entendimento de ambientes transicionais utilizando os organismos que
habitam em diferentes tempos. No caso do uso para mapeamento de biodiversidade,
a deteccao direta de organismos por amostras ambientais de solo ja foi mostrada para
diversos vertebrados terrestres (ANDERSEN et al., 2012), oligoquetas (BIERNET et
al., 2012) e plantas (YOCCOZ et al., 2012).

Aplicado a Cordylophora caspia, o0 DNA ambiental pode ser coletado obtido tanto

pela presenca das larvas na fase de reproducdo sexuada, quanto de menontes nas
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fases de dorméncia (0 que néo pode ser feito pelo método tradicional). O fato de ser
uma espécie incrustante nao interfere na captura do DNA ambiental, pois estudos com
a ecologia do DNA ambiental mostram que a distribuicdo do material genético na agua
ndo é homogénea, e sim forma uma lamina na superficie (Klymus et al., 2014). O DNA
também pode se depositar no sedimento, onde pode ser coletado por outros
protocolos para areia e sedimentos.

E consenso na literatura que as analises com eDNA para a identificacdo de
organismos no ambiente é muito mais custo-eficiente do que as tradicionais. Mas
apesar da alta taxa de sucesso da deteccéo, ela ainda € considerada uma ferramenta,
e ndo uma solucdo. Apesar disso, essa ferramenta representa um forte potencial para

estudos de distribuicdo e monitoramento de espécies.

3 DESENVOLVIMENTO DO MARCADOR MOLECULAR

Foram baixadas 34 sequéncias do gene mitocondrial da Subunidade Citocromo
Oxidase | (COl), disponiveis no GenBank e no banco de dados do projeto Barcode of
Life (BOL v4) (tabela 1), para os registros da espécie invasora Cordylophora caspia e
de espécies taxonomicamente proximas (Familia Oceanidae). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW?2 (LARKIN et al., 2007), e o alinhamento foi
corrigido manualmente no software BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999).
Foi procurada entdo uma regido conservada dentro da espécie de interesse, evitando
polimorfismos que inviabilizassem o marcador dependendo da populacdo de origem
do organismo, ao mesmo tempo que € uma regido exclusiva da espécie. Esse gene
foi escolhido por ser mitocondrial, e logo estar em maior nimero de cépias por célula
(o que facilita a amplificacdo e aumenta a sensibilidade). Um conjunto de primers e
uma sonda TagMan foram desenvolvidos utilizando o algoritmo PrimerQuest
(Integrated DNA Technologies). Testes in silico foram realizados utilizando o BLAST
(ALTSCHUL, 19900) para testar amplificacdo cruzada.
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4 RESULTADOS

Os primers e sonda desenhados estao representados na tabela 2. A regido e as
sequéncias foram escolhidas de acordo com diversos critérios reunidos por Caixeta et
al. (2016): (i) tamanho dos oligonucleotideos entre 18 a 30 bp, para balancear
especificidade e capacidade de ligacéo a fita alvo; (i) composicédo de GC entre 40 e
60%, assim como distribuicdo balanceada de bases ao longo do oligonucleotideo; (iii)
namero de repeticdes de purinas/ pirimidinas menor do que 4; (iv) sem sequéncias
palindrbmicas e potencialmente sem estruturas secundarias; (v) sem
complementaridade de ponta de um primer e qualquer parte do outro (evitar dimeros);
(vi) final do oligonucleotideo terminando em G ou C, mas sem regido formadora de
grampo; (vii) temperatura de melting muito proxima entre os oligonucleotideos e (viii)
temperatura de anelamento abaixo de 60° C. O desenho também foi ajustado
manualmente para que as regides de anelamento incluissem regiées de mismatch
com espécies proximas de Cordylophora caspia, estrategicamente nas pontas dos
primers e o maior niumero possivel de “mismatches” na sonda (para garantir a terceira
camada de especificidade). O desenho do primer também seguiu 0s critérios
sugeridos por MacDonald e Sarre (2016) e Veldhoen (2016) para a validagcéo de novos
marcadores para a identificacdo de espécies em amostras ambientais, que inclui as
relacdes filogenéticas entre espécies de interesse, o estabelecimento de um banco de
dados de referéncia e critérios de distancia genética para validacao de especificidade

Foi testada amplificacdo cruzada para os primers e a sonda pelo BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), e ndo h& outra sequéncia registrada a qual o conjunto
amplifica. O conjunto amplifica uma regido de 109 bp equivalente as posi¢des 344-
453 de Turritopsis rubra (EF540795.1). O pequeno tamanho do fragmento permite que
a amplificacdo ocorra mesmo nas amostras mais degradadas. O posicionamento do
fragmento esté representado na figura 1, que mostra o alinhamento das sequéncias e

as respectivas posicoes dos primers e da sonda.
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Tabela 1: Lista de sequéncias utilizadas (N=34)

Espécie Entrada Espécie Entrada
Cordylophora caspia KU695595.1 Cordylophora sp. EF540787.1
Cordylophora caspia KU695594.1 Cordylophora sp. EF540786.1
Cordylophora caspia KU695593.1 Cordylophora sp. EF540785.1
Cordylophora caspia KU695592.1 Cordylophora sp. EF540784.1
Cordylophora caspia KU695591.1 Cordylophora sp. EF540783.1
Cordylophora caspia KU695590.1 Cordylophora sp. EF540782.1
Cordylophora caspia KU695589.1 Cordylophora sp. EF540780.1
Cordylophora caspia KU695588.1 Cordylophora sp. EF540779.1
Cordylophora caspia KU695587.1 Cordylophora sp. EF540778.1
Cordylophora caspia KC489509.1 Turritopsis rubra EF540795.1
Cordylophora sp. EF540794.1 Turritopsis lata JX965909
Cordylophora sp. EF540793.1 Turritopsis lata JX965908
Cordylophora sp. EF540792.1 Turritopsis lata JQ716122
Cordylophora sp. EF540791.1 Turritopsis nutricula JQ353763
Cordylophora sp. EF540790.1 Turritopsis nutricula JQ716084
Cordylophora sp. EF540789.1 Turritopsis nutricula JQ716083
Cordylophora sp. EF540788.1 Turritopsis nutricula JQ716082
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Tabela 2. Sequéncia dos primers e da sonda desenvolvidos para a deteccdo da

espécie invasora

Nome Sequéncia (5-3’) Tamanho Composicao
(bp) de GC
C. GGTGAACAGTTTATCCACCAC 21 47,6%
caspia F
C.caspia 6FAM*- 26 46%

sonda AGCACATTCTGGACCTTCTGTAGACA-
MGB-NFQ (sense)

C. GCTCCCATAATTGAAGAAGCTC 22 45,5%

caspia R

*O fluoréforo pode ser adaptado de acordo com as necessidades do

pesquisador.

R N ]

RN TR VAR R R R R AR RN R AR PR A R RN [ RRAN RN AR A

380

F540781.1
£540780. 1

[ T

Figura 1: Posicionamento dos oligonucleotideos desenhados em relacdo ao gene

escolhido.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O principal momento no processo da bioinvasao é o estagio inicial. Precisamente,
€ 0 momento em que ha maior dificuldade de deteccdo do organismo. No caso de
Cordylophora caspia, a deteccdo nos estagios iniciais é dificultada pela espécie so
apresentar o crescimento da populacdo em épocas especificas de crescimento
(podendo estar dormente no ambiente sem que possa ser detectada). As coldnias
também sédo de pequeno porte no estagio inicial, o que dificulta a localizacdo para
coleta e identificacdo. O método molecular permite a detecgéo precisa em casos no
quais 0 monitoramento tradicional ndo é eficiente.

Aliado a isso, 0 método molecular € mais custo-efetivo (SMART et al., 2016). O
método tradicional requer méo-de-obra intensiva, assim como requer muito tempo e
treinamento para instalagdo e manutencao das placas, e a posterior identificacdo dos
hidroides. O método molecular é entdo uma alternativa mais barata (em quesito de
reagentes e materiais, mas ndo em equipamentos) e que retorna um resultado mais
rapido. Isso permite tomar decisbes de manejo e conservacdo mais rapidamente, o
que aumenta o custo-efetividade do método.

Os proximos passos incluem os testes in vitro e in situ. O primeiro consiste em
testes de amplificacdo direta com extratos da espécie invasora e de espécies
préximas, enquanto o segundo consiste de testes de amplificacdo em amostras
ambientais de locais com informacao prévia de invasao, e locais em que a espécie
nao invadiu (como controle). A partir disso, pode-se ajustar a quantidade de reagentes
para otimizar a reacdo, ao mesmo tempo que definir limites minimos de detecc¢éao, de
acordo com MacDonald & Sarre (2016).

A sensibilidade extra da g-PCR e a possibilidade de quantificar DNA molde na
amostra abre a possibilidade de mudancas nos protocolos e novos métodos. Maior
sensibilidade pode levar a uma necessidade de menor quantidade de agua a ser
filtrada, o que leva a melhoramentos no método de captura e a diferentes protocolos
de extracdo. Isso pode aumentar a facilidade de aplicacdo do método, assim como
reduzir o custo. A possibilidade de quantificacdo também leva a criacédo de curvas de
concentracdo de DNA, que podem ser associadas a curvas de captura em amostras
ambientais e associadas a biomassa. Dessa forma, pode-se construir um método que

avalia a biomassa do organismo invasor em campo. Modificagdes recentes no método
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(HUNTER et al., 2016) também facilitam a construcdo da curva de biomassa
especialmente para espécies com baixa concentracdo de DNA no ambiente.

O marcador molecular também pode ser aplicado em um ensaio de g-PCR com
outros marcadores moleculares para outras espécies. Dessa forma, pode-se testar
para varias espécies invasoras com uma mesma amostra, em um ensaio multiplex.
Sob esse contexto, o primer apresentado também foi desenvolvido para ser usado em
uma mesma reacdo com outro marcador molecular para a espécie invasora
Limnoperna fortunei (dados ndo publicados). Os primers e sonda para ambas
espécies foram desenhados para poderem ser usados em um mesmo ensaio de q-
PCR (temperaturas de anelamento e melting semelhantes, tanto para primers, quanto
para a sonda). O uso de diferentes fluoroforos possibilita que a mesma reagcédo possa
incorporar diferentes marcadores moleculares para diferentes espécies.

As vantagens dos métodos moleculares sobre os métodos tradicionais envolvem
principalmente fatores econémicos e de méo-de-obra. Métodos néo invasivos para
mapeamento requerem marcadores moleculares de alta resolucéo e facil uso, e a
mesma metodologia para o desenvolvimento desses pode ser usada para outros

organismos, e adaptado para outros métodos que envolvem sequenciamento.
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