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RESUMO

A planicie de inundagdo do alto Rio Parana € uma area de grande importancia
ecoldgica com alta biodiversidade, entretanto pertence a uma das bacias mais
represadas no continente Sul-americano, o que prejudica as comunidades aquaticas.
A ordem Ephemeroptera compreende invertebrados bentdnicos, extremamente
sensiveis as alteracbes ambientais, grupo com raras pesquisas moleculares na
regiao. A identificacdo correta desses organismos é essencial para a compreensao
da sua biologia. Entre os marcadores moleculares empregados para a identificacao
de espécies estd o gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COl), funcionando como
“DNA barcoding”. O objetivo do projeto foi identificar e caracterizar molecularmente e
morfologicamente individuos de Ephemeroptera da planicie de inundacao do alto Rio
Parana. Foram coletados espécimes de Ephemeroptera em cinco pontos da planicie.
A identificacdo morfoldégica dos espécimes revelou representantes da familia
Caenidae, assim como a analise do gene COI de um individuo analisado.

INTRODUCAO

A planicie de inundacédo do alto Rio Parana abarca uma extensa regidao do
territério brasileiro, muito biodiversa e de elevada importancia ecoldgica. Entretanto,
€ uma bacia intensamente represada e povoada, o que afeta negativamente os
ecossistemas presentes no rio com a homogeneizacao das comunidades nativas,
invasao bioldgica, extincdo de espécies e perda de habitat (Agostinho et al., 2008).

Em meio a essa diversidade biolégica destacam-se os invertebrados
bentbnicos, importantes na ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia. Entre eles a
ordem Ephemeroptera contempla representantes de todas as funcdes ecoldgicas e
sao notavelmente sensiveis as alteragdes ambientais, amplamente utilizados para
biomonitoramento de ambientes aquaticos. No Brasil, foram registradas a ocorréncia
de 10 familias, 82 géneros e 447 espécies, grande maioria pertencente as familias
Baetidae e Leptophlebiidae (Salles et al., 2004).
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Porém, existem poucos estudos moleculares com Ephemeroptera na regiao
da planicie de inundacao do alto Rio Parana. Um estudo anterior revelou a presenca
de representantes de Baetidae no local, mas nao foi possivel uma identificacdo
especifica devido a caréncia de sequéncias de DNA desse grupo em bancos de
dados genéticos. Tal fato destaca a importancia da associacdo entre a taxonomia
tradicional com a molecular para a descricao de espécies e melhor compreensao da
ecologia dos grupos.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletados espécimes de Ephemeroptera associados a macroéfitas
aquaticas, em cinco pontos da bacia hidrografica do alto Rio Parana. As coletas
foram realizadas com a utilizacao de um quadrado de PVC (policloreto de vinil) de
0,5 cm x 0,5 cm que delimitou a area amostral. As amostras foram enviadas para o
professor Frederico Falcdo Salles da Universidade Federal de Vigosa para
caracterizagcao morfoldgica, que analisou pecas bucais, pernas e branquias (ninfas),
asas e genitalia (adultos).

Posteriormente, os espécimes foram direcionadas ao laboratério de Genética
Molecular do Nupélia, onde ocorreu a extracdo de DNA utilizando o Kit DNeasy®
Blood and Tissue (QIAGEN®), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraido
foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop Lite. Os primers LCO 1490 e HCO
2198 foram utilizados para amplificar parcialmente o gene COI, e a Reacdao em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguiu a proposta de Ball et al. (2005). Os amplicons
foram verificados em gel de agarose 1%, purificados com Polietilenoglicol-NaCl e em
seguida sequenciados através do sequenciador automatico ABI 3500.

O programa BioEdit foi utilizado para analisar e editar as sequéncias
nucleotidicas e o alinhamento destas foi realizado por meio do algoritmo ClustalW,
implementado no software MEGA 7 (Kumar et al.,, 2016), em que também foi
calculada a distancia genética p. Foram obtidas no  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), através da ferramenta BlastN, sequéncias similares
de COI de espécimes de diferentes familias de Ephemeroptera. Estas sequéncias
foram comparadas com a sequéncia obtida neste estudo e também com sequéncias
obtidas por Geovanna Orteld, no ano de 2023. Todas essas sequéncias foram
utilizadas para a construgdo da arvore génica no MEGA 7, aplicando o método de
Maxima Verossimilhanca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo morfoldégica revelou que os individuos amostrados séo
pertencentes ao género Caenis. Na analise molecular foi identificado um provavel
representante da familia Caenidae. O haplétipo obtido foi agrupado com um
representante de Caenis (Figura 1), no entanto com valor de distancia genética de
16,6% (em relacao a Caenis ulmeriana) e baixo percentual de identidade (inferior ou
igual a 83,33%) em comparacdo as outras sequéncias de COI depositadas nos
bancos de dados. Melo et al. (2018) apontou a ocorréncia dessa familia na regiao,
mas ainda ha certa caréncia de dados genéticos de Ephemeroptera em bancos de
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dados, o que impossibilitou a identificacdo a nivel especifico dos espécimes
estudados.

Callibaetis ferrugineus (JQ662449)
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Figura 1 — Dendograma de Maxima Verossimilhanga com 1.000 reamostragens de bootstrap,
demonstrando as relagdes entre espécimes de Ephemeroptera. 30B07 — Haplétipo obtido nesse
estudo.

CONCLUSOES
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Os resultados indicam a presenca da familia Caenidae entre os espécimes de
Ephemeroptera coletados na planicie de inundagédo do alto Rio Parand. Devido a
escassez de dados genéticos de Ephemeroptera em bancos de dados, nao foi
possivel a identificacdo especifica dos individuos, enfatizando a necessidade de
mais estudos genéticos com esse grupo.
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