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OLIGOQUETAS
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RESUMO

Estudos da diversidade de oligoguetas em diferentes areas agricolas tem sido importantes, pois
gsses organismos apresentarem beneficios importantes quando usados como indicadores da
gualidade do solo. A identificacdo destes organismos, ainda & basicamente pelas caracteristicas
moarfologica, entretanto, o uso de técnicas moleculares podera facilitar o processo de identificacao.
Assim buscou-se se desenvolver um protocolo para extracdo de DMA desses organismos, para
possibilitar o estudo de sua diversidade genética.

PALAVRAS-CHAVE: Oligoquetas, DNA, diversidade.

INTRODUCAO

Os Egipcios foram os primeiros a reconhecer a importancia das minhocas, atribuindo
a fertilidade das margens do ric Nilo a atividade destes organismos. A importancia das
minhocas para o sclo foi ressaltada por Gilbert White, o gual, resumiu suas observaces
em uma frase que designou as minhocas como The intestines of the earth”. Até quase o
final do seculo XX as minhocas eram vistas como pragas agricclas, que deviam ser
combatidas. Deve-se aos trabalhos de Darwin o reconhecimento do real papel das
minhocas na natureza. Com o livro “The arigin of the species”, Darwin demonsirou que a
ecclogia animal tem uma diregdo com dois sentidos, os animais sofrem a influéncia do
meio mas, tambeém influem sobre o meio. Embora os escritos de Darwin tenham mais de
um seculo, ha poucos anos atras. ¢s pesguisadores estudavam apenas um dos sentidos,
a dependéncia dos organismos em relacdo ac ambiente. So com o recente
desenvolvimento da pedobiclogia, aumentaram os estudos, especialmente no que se
refere aos grupos animais do solo, alguns dos quais funcionando como bioindicadores de
condigbes do solo (Giller et al. 1998).

A minhocultura constitui-se em uma excelente alternativa para redugdo de impacios
ambientais, desempenhando um grande papel na bioacumulacdo de metais pesados,
auxiliando na reducio do volume de lixe, ac masmo tempo em que, o disponibiliza como

fertilizante e fonte energética. O uso da minhoculiura tem-se concretizado como uma
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importante forma de tratamento de poluentes, reduzindo desta forma, os problemas de
saude publica. As minhocas apresentam também um  elevado teor protéico,
caracterizando um grande potencial na geracdo de alimentos. Além disso, contribui nas
propriedades fisicas, guimicas e biclogicas do solo a ponto de ser um excelente
mecanismo na recuperacao de solos degradados.

Varios estudos tem demonsirado a existéncia de niveis significativos da variacéo
génica intra e interpopulacional em uma mesma espécie de oligoquetas (Cavalli-Moling,
1984) Toda a diversidade dos seres vivos baseia-ze em ultima instancia na diversidade
genetica que esta codificada nos genes, segmentas de moléculas de DNA. Na area de
microrganismos  de sclos  existem trabalhos  estudande &  biodiversidade de
microrganismos do solo baseado em caracterizaco genética (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Entretanto. com alguns grupos de animais existem poucos trabalhos, entre os
guais as oligoguetas, onde a caracterizagdo ainda & feila por caracteres morfologicos,
sendo uma analise bastante demorada e que requer um conhecimento profundo de
taxonomia destes organismos.

Com o desenvolvimento de técnicas meoleculares, a caraclerizacdo desies
organismos & mais rapida e precisa. Com este objetive desenvolveu-se uma metodologia
para extracac do DNA das minhocas, o que facilitara o trabalho de pesquisadores que

buscam identificar e diferenciar as espécies de cligoguetas presente no ambiente.

MATERIAL E METODOS

Minhocas de duas especies foram coletadas no experimento sobre ¢ efeito do modo
e doses de aplicagdo de calcario em sistema de plantio direto, na area experimental do
Departamento de Solos da UFSM.

As amostras de solos de 25x25x25 cm foram coletadas nas parcelas, armazenadas
em sacos de polietileno @ mantidas em caixas de iscpor até o transporte ao laboratério.
As minhocas foram exiraidas das amostras de =olo e lavadas em agua corrente. Apos
caracterizagdo visual de grupos idénticos, 10 individuos de cada espécie de Eisenia felida
e Pherelima sp. foram colocados em alcocl a 70% para posterior caracterizagdo segundo
padrées morfolégicos de espécies. Outros 10 individuos foram abertos e retirou-se todo o
material existente no seu interior, para serem submetidos a4 maceracdo e posterior

extracido do DNA.
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Apds varios testes e repeticdes de diferentes procedimentos e reagentes, o protocolo
gue foi eficiente na extracac de DNA de oligoguetas fol o descrito abaixo:
Macerou-se 10 g de material previamente limpo com nitrogénic liguido; adicionou-se ©
buffer de extracdo CTAB (2%) até o material apresentar consisténcia liquida, colocou-se
600ul do material em um tubo Eppendorf esterilizado; incubou-se ¢ material a 65°C por 20
min; adicionar 400ul de cloraférmio:alcool iscamyl (24:1), misturou-se em misturador & 62
rom por 15 minutas; centrifugou-se a 13000 rpm per 8 min; Transferiu-se a parte aquosa
para um tubo eppendort estéril; adicionar 400ul de Isopropancl, misturou-se e deixou-se a
temperatura ambiente por 5 min; centrifugou-se a 13000 rpm por & min; descartou-se o
sobrenadante, e inverteu-se o tubo para secar o pellet, adicionar 100ul de etanol 100%
gelado, misturando com cuidado e deixar a temperatura ambiente por 5 min; centrifugou-
se a 13000 rpm por 8 min. Descartou-se o etanol e ressuspender o pellet com 100yl de
agua MILIQ gelada. As amostras de DNA foram mantidas a -20°C.
O DNA extraido foi visualizado em gel de agarose 1,2%. Apos serda aplicada
primers para a caracterizacdo de polimorfismo entre as espécies. Todo o procedimento

seguiu as recomendactes de Sambrock et all (1987).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Obteve-se com sucesso a extracdo do DNA gendmico das espécies de cligoguetas
(Figura 1).

A partir da obtencd&o do DNA gendmico, serdo realizadas analises com ¢ chjetivo
de observar a presenca de variabilidade interespecifica com a utilizacdo de primers GATA

e GACA os quais provavelmente demonstram a variabilidade genética destas espécies.
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FIGURA 1: DNA gendmico de Eisenia felida (A1, AZ) e Pheretima sp. (B1, B2). Marcador
maolecular Gibco 1 Kb (M),
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