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1.Introdução
A Ordem Ephemeroptera é um dos mais importantes grupos de insetos aquáticos, junto com Plecoptra e
Trichoptera. Os Ephemeroptera são encontrados em todos os continentes, exceto na Antártida, no
extremo Ártico e em algumas ilhas oceânicas (Edmunds et al. 1976). A taxonomia dos efemerópteros no
Brasil ainda é pouco estudada. Um bom exemplo disto é a quantidade de novas espécies e associações
entre ninfas e imagos que vêm sendo descritas. A filogenia da ordem também ainda é um “campo aberto”
para estudos futuros, pois ainda existem divergências em relação às atuais propostas de classificação do
grupo (Ogden & Whiting 2005; Sun et al. 2006). Técnicas laboratoriais que corroborem com os estudos
morfológicos mensurando o polimorfismo genético em nível molecular, têm ajudado em muito no
entendimento da ecologia e evolução de outros insetos.
Nessa proposta de trabalho busca-se no marcador molecular nuclear 18s rDNA observar qual (is) a (s)
melhor (es) região (ões) dessa sequência de DNA que possa trazer informações para o avanço no
entendimento taxonômico.

2.Material e Métodos
Os insetos aquáticos utilizados nesse trabalho foram coletados nos estados do Amazonas, Santa
Catarina e Espírito Santo, Brasil. A extração de DNA manual foi feita para as espécies do gênero
Camelobaetidius: C. anubis, C. francischetti, C. janae, C. phaedrus, C. tuberosus, C. rufiventris, C. billi.
Realizou-se também extração por kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen), usando um indivíduo de cada
uma das seguintes espécies: C. francischetti, C. anubis, C. janae, C. billi, C. phaedrus, C. matilei, C.
edmundsi, C. lassance, C. yacutinga, C. cayumba, C. hamadae, C. penai, C. rufiventris, C. tuberosus, C.
ipaye. A amplifcação pelo método da PCR utilizou MgCl2 50 mM, tampão 10x, dNTP, Taq polimerase e
água miliQ, incluindo o par de primer parcial do gene 18s (Sun et al. 2006): 18sF (5’
AGGGCAAGTCTGGTGCCAGC) e 18sR (5’ TTTCAGCTTTGCAACCATAC). O sequenciamento foi feito
apenas para as espécies que apresentaram melhor amplificação, que foram: C. francischetti, C. anubis,
C. janae, C. billi, C. phaedrus, C. edmundsi, C. lassance, C. yacutinga, C. cayumba, sendo realizado em
sequenciador ABI Systems – 3130x/Genetic Analyzer  e o alinhamento foi feito no programa BioEdit.

3.Resultados e Discussão
A extração de DNA feita manualmente não obteve um resultado esperado quanto da quantificação em
NanoDrop, mostrando graficamente que esse método de extração não foi apropriado para essa pesquisa.
No entanto, o contrário ocorreu na extração com DNeasy Blood & Tissue Kit, onde as amostras
analisadas (C. francischettii, C. anubis, C. janae, C. billi, C. phaedrus, C. matilei, C. edmundsi, C.
lassance, C. yacutinga, C. cayumba, C. hamadae, C. penai, C. rufiventris, C. tuberosus, C. ipaye)
obtiveram resultados satisfatórios em relação à razão entre a leitura das absorbâncias 260/280 atingindo
até 2,14nm.
Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1%, onde as bandas ficaram na faixa de 500 e 700
pares de bases (Figura 01). Esse resultado foi satisfatório, pois o par de primer utilizado amplifica cerca
de 620 pares de base (Sun et al. 2006). As espécies usadas para o sequenciamento foram aquelas que
obtiveram melhores bandas quando visualizadas em gel de agarose, após terem sido amplificadas
(Figura 02): C. francischettii, C. anubis, C. janae, C. billi, C. phaedrus, C. edmundsi, C. lassance, C.
yacutinga, C. cayumba. Das 18 amostras encaminhadas para sequenciamento, apenas quatro foram
sequenciadas com êxito: C. billi, C. edmundsi, C. francischettii e C. lassance, sendo todas elas no sentido
reverse (anexo 1). O alinhamento foi realizado no programa BioEdit, constatando-se que suas
sequências são semelhantes, principalmente entre 300 e 610 pares de base. 
Estudos para o gênero Camelobaetidius, no parâmetro molecular, para comparação e análise de suas
espécies ainda não são bastante conhecidos. No entanto, com esses resultados pode-se observar que
as quatro espécies sequenciadas são provenientes de Brasil - América do Sul, contribuindo para tal
semelhança em relação às suas sequências genômicas e esse fator pode corroborar na aproximação
taxonômica e filogenética dentro dessas espécies do gênero Camelobaetidius.
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4.Conclusão
No decorrer do trabalho, pode-se notar que o gene 18s rDNA correspondeu às expectativas quanto à
amplificação da maioria das espécies trabalhadas, dando o número de pares de base estimado para este
gene (aproximadamente 620 pb). Apesar de apenas quatro espécies (C. francischettii, C. billi, C.
edmundsi e C. lassance) terem sido sequenciadas adequadamente, todas possuem semelhanças no
decorrer de suas sequências comprovando a aproximação destas espécies molecularmente.
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Figura 01 – Visualização de bandas em Gel de agarose 1%: 1) C.
francischettii, 2) C. Anúbis, 3) C. billi (AM), 4) C. janae

Figura 02 – Visualização de bandas em Gel de agarose 1% das espécies utilizadas no sequenciamento: Camelobaetidius
francischettii, C. anubis, C. janae, C. billi, C. phaedrus, C. edmundsi, C. lassance, C. yacutinga, C. cayumba.
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