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RESUMO

As algas diatomaceas tém sido amplamente utilizadas como bioindicadores para
avaliar a qualidade da agua em sistemas l6ticos, devido a sua sensibilidade
especifica a uma variedade de condi¢des ecoldgicas, respondendo rapidamente
as mudancas ambientais, destacando que os indices bioticos sédo baseados na
abundancia relativa de espécies, cujo diagnéstico taxondmico usa caracteres da
frastula por meio de microscopia Optica convencional. No entanto, a obtencéo de
tais indices € demorada, cara e requer excelente experiéncia taxonémica. Este
diagnéstico taxondmico pode ser complementado com ferramentas moleculares.
Assim, esta pesquisa teve como objetivo aplicar técnicas moleculares utilizando
0os genes 18S rRNA V4 e rbcL, para identificar espécies de diatomaceas
utilizadas no biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Durante 2020,
amostras de agua e algas diatomaceas epiliticas foram coletadas em um trecho
superior da Bacia do Arroio Preto, Municipio de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil,
para caracterizacdo ambiental e obtencéo de culturas de diatomaceas unialgais
para identificacdo morfoldgica e analise molecular. Os resultados indicaram o
isolamento de trés espécies de diatomaceas epiliticas ecologicamente
importantes, identificadas molecularmente como Gomphonema parvulum
(Katzing) Kutzing, Sellaphora seminulum (Grunow) D.G.Mann e Eolimna minima
(Grunow) Lange-Bertalot. A comparacéo das sequéncias com o banco de dados
do GenBank auxiliou na identificacdo morfolégica, sendo que o gene rbcL
apresentou melhor capacidade discriminatoria para as trés espécies
sequenciadas. Este estudo contribui para aumentar os dados moleculares de
espécies de diatomaceas disponiveis nas bases de dados, destacando o uso da
abordagem molecular como ferramenta taxonémica complementar para avaliar
a qualidade da agua de sistemas l6ticos subtropicais e temperados brasileiros.

Palavras-chave: Diatomaceas epiliticas, gene 18S rDNA, gene rbcL,
biomonitoramento, identificacdo molecular.



ABSTRACT

Diatom algae have been widely used as bioindicators to assess water quality in lotic
systems, due to their specific sensitivity to a variety of ecological conditions,
responding quickly to environmental changes, highlighting that biotic indices are
based on the relative abundance of species, whose taxonomic diagnosis uses
frustule characters by means of conventional optical microscopy. However, obtaining
such indices is time-consuming, expensive and requires excellent taxonomic
expertise. This taxonomic diagnosis can be complemented using molecular tools.
Thus, this research aimed to apply molecular techniques using 18S rRNA V4 and
rbcL genes, to identify diatom species used in the biomonitoring of aquatic
ecosystems. During 2020, water samples and epilithic diatom algae were collected
in an upper reach of the Preto Stream Basin, Municipality of Santa Cruz do Sul, RS,
Brazil, for environmental characterization and obtaining cultures of unialgal diatoms
for morphological identification and molecular analysis. The results indicated the
isolation of three ecologically important epilithic diatom species, identified
molecularly as Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing, Sellaphora seminulum
(Grunow) D.G.Mann and Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot. The comparison
of the sequences with the GenBank database helped the morphological
identification, and the rbcL gene showed better discriminatory capacity for the three
sequenced species. This study contributes to increase the molecular data of diatom
species available in the databases, highlighting the uses of the molecular approach
as complementary taxonomical tool to evaluate the water quality of Brazilian
subtropical and temperate lotic systems.

Keywords: epilithic diatoms, 18S rDNA gene, rbcL gene, biomonitoring, molecular
identification.
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1. INTRODUCAO

Os corpos hidricos das Bacias Hidrogréaficas estdo sendo cada vez mais
afetados pelo aumento da densidade populacional, industrializacdo e atividades
agricolas, destacando a eutrofizacdo antrépica considerada como um dos problemas
mais criticos da atualidade, responsavel pela perda da qualidade da agua e
degradacao dos ecossistemas aquéticos.

A eutrofizacdo pode ser natural ou cultural. Quando natural, € um processo
lento e continuo que resulta do aporte de nutrientes trazidos pelas chuvas e pelas
aguas superficiais que erodem e lavam a superficie terrestre. Quando cultural, ou seja,
qgquando é provocada pela acdo do homem, a eutrofizagdo torna-se um processo
dindmico, cuja caracteristica principal é a quebra da homeostasia, ocasionando um
desequilibrio ecoldogico acompanhado de profundas mudancas no metabolismo de
todo ecossistema (ESTEVES, 2011).

De fato, a eutrofizacdo cultural € um problema de ambito global e resulta na
perda da qualidade ecologica do ecossistema, podendo levar a perda da
biodiversidade e a extincdo de espécies (SAYER; ROBERTS, 2001; BENNION;
SIMPSON, 2011; SILVA, 2012). De forma geral, inicialmente leva a um aumento no
namero de espécies e individuos, e o surgimento de algumas espécies ocorre,
geralmente, em detrimento do desaparecimento de outras. Além disso, impossibilita a
permanéncia dos organismos mais sensiveis e, em razao disto, reduz a diversidade
de espécies anteriormente existentes (TUNDISI, 2003).

Dessa maneira, faz-se necessaria a aplicacdo de ferramentas eficazes de
monitoramento da qualidade da 4gua para Gestdo e Manejo de Recursos Hidricos,
com a capacidade de detectar e representar a carga poluidora bem como seus efeitos
nos ecossistemas limnicos.

Tundisi (2008) destaca o importante papel do monitoramento da qualidade da
agua nos programas de gerenciamento, uma vez que deste depende o0 sucesso de
todas as etapas, efetivando a capacidade de progndstico e ainda auxiliando na

tomada de decisdes.
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Nesse contexto, as algas diatomaceas tém sido amplamente utilizadas como
bioindicadores para a avaliacdo da qualidade da agua de sistemas I6ticos, destacando
gue os indices bidticos sdo baseados na abundéancia relativa das espécies cuja
taxonomia através da identificacdo morfologica, baseia-se somente em
microcaracteres das frlstulas, analisados por meio de microscopia Optica
convencional. No entanto, a obtencao de tais indices consome tempo, é dispendiosa
e requer excelente pericia taxonémica.

Para superar tais limitacdes, a identificacdo das espécies passou a ser
realizada através de barcode de DNA, isto €, pequenas sequéncias de DNA
conhecidas e padronizadas, caracterizadas como marcadores moleculares, capazes
de identificar e discriminar espécies. E um método que tem potencial para ser mais
rapido, barato, universalmente aplicavel e fornece uma identificacdo taxondémica
inequivoca (KECK et al., 2017, HERING et al 2018, KELLY et al., 2018), que servira
de base para o desenvolvimento de uma ferramenta tecnoldgica baseada em técnicas
moleculares para o monitoramento do estado ecoldégico de ecossistemas aquaticos.

Neste contexto, a presente pesquisa objetiva 0 uso de técnicas moleculares,
utilizando sequéncias de DNA de espécies de algas diatomaceas, abrindo novos
caminhos para a aplicagéo rotineira de ferramentas genéticas para bioavaliacdo e

biomonitoramento de ecossistemas aquéaticos.
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