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RESUMO

A planicie de inundacéo do alto Rio Parana é uma area com elevada biodiversidade,
porém, uma das bacias mais represadas da América do Sul. Um dos grupos
integrantes desta biodiversidade é Ephemeroptera, que abrange invertebrados
bentbnicos altamente sensiveis as alteracbes ambientais. Entretanto estudos
moleculares com este grupo séo raros e a identificacdo de espécies na regido é
prejudicada pelo uso apenas da taxonomia morfolégica. A utilizacdo do marcador
molecular mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COI), pode facilitar este processo, visto
gue é amplamente utilizado para identificacdo de espécies. Diante disso, este estudo
visou caracterizar molecularmente espécimes de Ephemeroptera da planicie do alto
Rio Parand para o gene COIl. Para isso foram coletados espécimes de
Ephemeroptera em trés pontos da planicie, e as suas sequéncias revelaram baixa
similaridade com outros organismos em bancos de dados genéticos, indicando
caréncia de informacBes genéticas para o grupo. Além disso, foram identificados
dois grupos distintos entre os espécimes de acordo com a arvore génica, todos
pertencentes a familia Baetidae.

INTRODUCAO

A bacia hidrografica do alto Rio Parana abrange uma vasta area no territorio
brasileiro e possui grande importancia ecoldgica, devido a sua rica biodiversidade.
No entanto, € uma das mais represadas da América do Sul. Impacto que resulta
numa homogeneizacdo dos ambientes, introducao de espécies exoticas, extingdo de
espécies locais e perda de habitat para as comunidades aquaticas.

Parte importante dessa biodiversidade sdo os invertebrados bentdnicos, que
possuem papel central na ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia. O grupo
Ephemeroptera, composto por invertebrados bentdnicos tende a incluir
representantes de todas as funcdes ecoldgicas, podendo ser utilizados para
atividades de biomonitoramento. No Brasil, ocorrem 10 familias, 82 géneros e 447
espécies registradas, das quais se destaca em numerosidade, Baetidae e
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Leptophlebiidae, comportando mais de 60% dos géneros e 50% das espécies
brasileiras (Salles et al., 2004).

Na planicie de inundacdo do alto Rio Parana, a escassez de estudos
moleculares com Ephemeroptera, aliada a dificuldade de identifica-los até o nivel de
espécie ou género por meio da taxonomia morfolégica, representa um desafio para a
compreensao da sua biodiversidade. Visto isso, 0 entdo estudo teve como objetivo
caracterizar molecularmente espécimes de Ephemeroptera da entdo planicie.

MATERIAIS E METODOS

Espécimes de Ephemeroptera foram coletados em ambientes Iénticos,
associados a macrdfitas aquaticas, em trés pontos da planicie de inundacéo do alto
Rio Parana durante novembro e dezembro de 2022. As coordenadas geograficas
dos pontos de coleta foram: Ponto 1 (-22.7542762, -53.2893844), ponto 2 (-
22.7307342, -53.2451115), e ponto 3 (-22.7682749, -53.2668699). A coleta foi
realizada de maneira ativa usando peneiras de malha 2 mm. As amostras foram
encaminhadas ao laboratorio, onde ocorreu a extracdo de DNA utilizando o Kit
DNeasy® Blood and Tissue (QIAGEN®), seguindo as instru¢cdes do fabricante.

O gene COI foi parcialmente amplificado com os primers LCO 1490 e HCO
2198, e as reacOes de amplificacdo seguiram as propostas por Ball et al. (2005). Os
amplicons foram quantificados no espectrofotometro NanoDrop Lite, purificados com
Polietilenoglicol-NaCl e posteriormente sequenciados utilizando o kit Big Dye
Terminator. A determinagdo da sequéncia dos nucleotideos foi realizada em
sequenciador automatico ABI 3500.

As sequéncias nucleotidicas foram analisadas e editadas usando o programa
BioEdit e alinhadas através do algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994),
implementado no software MEGA 11 (Tamura et al., 2021), onde também a distancia
genética p foi calculada. As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias
de grupos similares no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a
ferramenta "Blastn”. Sequéncias de COIl de espécimes de diferentes familias de
Ephemeroptera foram obtidas do Genbank e usadas na construcdo da arvore
génica, juntamente com um grupo externo, Phortica foliiseta, pertencente a Diptera.
Sequéncias com o mesmo haplétipo foram removidas e a arvore génica foi
construida no MEGA 11 usando o método de Maxima Verossimilhanca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias de COI obtidas de Ephemeroptera (n=10), quando submetidas
a ferramenta “Blastn” apresentaram baixo percentual de identidade (inferior ou igual
a 85%) em relacdo a outras sequéncias de COI depositadas nos bancos de dados,
demonstrando uma escassez de dados genéticos de Ephemeroptera, problema ja
apontado por trabalhos anteriores.

Todas as sequéncias obtidas neste estudo apresentaram maior semelhanca
genética com exemplares da familia Baetidae, visto os menores valores de distancia
genética p apresentados, bem como o agrupamento das sequéncias deste trabalho
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dentro de Baetidae (Figura 1), sugerindo que os individuos amostrados pertencem a
este grupo taxondmico. Ainda, ao analisar a distancia genética entre as sequéncias
deste estudo e Leptophlebiidae, a qual juntamente com a Baetidae é responsavel
por abrigar a maior parte da biodiversidade de Ephemeroptera no Brasil (Salles et
al., 2004), foram obtidos valores elevados (27,5% até 32,9%), indicando que os
individuos amostrados estdo geneticamente distantes dessa familia, o que é
evidenciado pela arvore génica, com a separagao clara entre os dois grupos.

Callibaetis fluctuans (MG375967)

Callibaetis fluctuans (HM399119)

Callibaetis fluctuans (JQ661901)

Baetidae 10

Baetidae 4

Baetidae |

Callibaetis ferrugineus (JQ663249)

Callibaetis ferrugineus (JQ662612)

Callibaetis ferrugineus (JQ662449)

Afroptilum sudafricanum (MN854938)

Acerpenna sp. (GU115043)

Acentrella parvula (JQ663160)

Acentrella parvula (JQ662574)

Afroptilum sudafricanum (MN854907)

9 Labiobaetis alahmadii (MW307224)
12 3 Labiobaetis alahmadii (MH070307)
| T 99 Labiobaetis cf. lachicae (MT830932) Baetidae
Labiobaetis camiguinensis (MT830949)
27 Labiobaetis aldabae (MT830948)
27 %9 Labiobaetis aldabae (MT830946)

— C loeon dipterum (MG784061)
99 L—— Clocon dipterum (KR612244)
Labiobaetis acei (MT830943)
. ” Labiobaetis lubu (MN167339)
’ 7’_7‘: Labiobaetis itineris (MN167341)
99 Labiobaetis itineris (MN167340)
Baetidae 6
Baetidae 5
Baetidae 9
Baetidae 8
Baetidae 7
Baetidae 3
S Baetidae 2
95 Zephlebia tuberculata (KX038627) .
[_E Zephlehia nebulosa (KX038630) 1 LePtophlebiidae
9 \_(: Ephemera danica (MT324107) I Ephemeridae
iz Ephemera vulgata (MZ626542)

Phortica foliiseta (KU243341)

Figura 1 — Dendograma de Maxima Verossimilhanga com 1.000 reamostragens de bootstrap,
demonstrando as relacdes entre os espécimes amostrados neste estudo e espécies de trés familias
de Ephemeroptera (Baetidae, Leptophlebiidae e Ephemeridae), com haplétipos Gnicos de COI.

Ademais, na arvore génica, os espécimes amostrados se separam em dois
grupos, um formado pelos individuos Baetidae 1,4 e 10, que se agruparam com
espécimes de Callibaetis, género ja reportado na planicie de inundagcdo (Souza-
Franco et al., 2009) e outro grupo formado pelos demais espécimes amostrados,
provavelmente pertencentes a um género ndo analisado nesse trabalho.
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CONCLUSOES

Os resultados indicam a presenca de pelo menos dois grupos entre 0s
espécimes amostrados de Ephemeroptera na planicie de inundacdo do alto Rio
Parana, todos pertencentes a Baetidae. Um dos grupos apresenta uma estreita
relagdo com Callibaetis. Ainda, é evidente a caréncia de dados genéticos de
Ephemeroptera, destacando a necessidade de estudos genéticos com este grupo.
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