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RESUMO

Leptophlebiidae € a maior familia de Ephemeroptera em nimero de géneros e a
segunda maior em numero de espécies. Dentre as regides biogeogréficas, a regido
Neotropical € a mais diversificada, contemplando 40% de todas as espécies da
familia. Nessa regido, estima-se que 60% dos géneros e 80% das espécies sejam
endémicos. Leptophlebiidae € um dos grupos mais estudados de Ephemeroptera
na Neotropical, tendo sido dividida em diversos complexos durante as décadas
de 1980 e 1990, com base exclusivamente em caracteres morfologicos.
Contudo, para muitos dos complexos, nenhum ou poucos estudos foram
realizados desde as proposicdes originais. Dessa forma, o presente estudo teve
como objetivo verificar as rela¢des cladisticas e o status taxonémico dos complexos
de Leptophlebiidae que ocorrem na Regido Neotropical. Para tanto, foram utilizados
dois marcadores moleculares: Citocromo Oxidase subunidade | (COI, 394 pb) e a
regido D2-D3 do 28S DNA ribossomal (28SDNAr, 1231 pb). A matriz de dados foi
composta por 155 tdxons pertencentes a 53 géneros, dos quais 29 sdo neotropicais,
representando 70,7% da diversidade Neotropical da familia. Nossas analises de
Inferéncia Bayesiana (IB) e de Maxima Verossimilhanca (ML) recuperaram o0s
Leptophlebiidae Neotropical em quatro clados distintos com altos valores de suporte
(clado IV-VII), cada um proposto como uma subfamilia: Terpidinae (clado IV), com
representantes exclusivamente neotropicais (Escudo Guiana e Brasil);
Choroterpinae (clado V) dividido em Choroterpini e Thraulini; Atalophlebiinae (clado
V1), com representantes das regides Madagascar, Australiana e Neotropical (Escudo
Patagbnia); e Hagenulinae (clado VII), com representantes exclusivamente
neotropicais (Escudo Guiana e Brasil), tendo sido dividida em duas tribos,

Haguenulini e Thraulodini, e cinco subtribos.

Palavras-chave: Filogenia, Hagenulinae, Gondwana, COI, 28S
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ABSTRACT

Leptophlebiidae is the largest family of Ephemeroptera in number of genera and the
second largest in number of species. Among the biogeographic regions, the
Neotropical is the most diversified, with 40% of all species in the family. In this region,
it is estimated that 60% of the genera and 80% of the species are endemic.
Leptophlebiidae is one of the most studied groups of Ephemeroptera in Neotropical,
having been divided in several complexes during the decades of 1980 and 1990,
based exclusively on morphological characters. However, for many of the complexes,
no one or few studies have been realized since the original propositions. Thus, the
present study aimed to verify the cladistic relations and the taxonomic status of the
complexes of Leptophlebiidae that occur in the Neotropical Region. Using two
molecular markers: Cytochrome Oxidase subunit | (COI, 394 pb) and the D2-D3
region of 28S ribosomal DNA (28SDNAr, 1.231 pb). The data were composed of 155
taxa belonging to 53 genera, of which 29 are Neotropical, representing 70.7% of the
Neotropical diversity of family. Our analyzes of Bayesian Inference (IB) and
Maximum Likelihood (ML) recovered Netopropical Leptophlebiidae in four distinct
clades with high support values (clade IV-VIl), each proposed as a subfamily:
Terpidinae (clade 1V), with exclusively Neotropical representatives (Shield Guyana
and Brazil); Choroterpinae (clade V) divided into Choroterpini and Thraulini;
Atalophlebiinae (clade VI), with representatives of Madagascar, Australian and
Neotropical (Patagonian Shield); And Hagenulinae (clade VII), with exclusively
Neotropical representatives (Shield Guyana and Brazil), having been divided into two

tribes, Haguenulini and Thraulodini, and five subtribes.

Key words: Phylogeny, Hagenulinae, Gondwana, COI, 28S, mayfly
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1 INTRODUCAO

Atualmente a ordem Ephemeroptera, é composta por 3341 espécies, 400 géneros e
42 familias. Seus representantes ocupam habitats de dgua doce do mundo todo,
exceto na Antartica (Barber-James et al., 2013. Disponivel em:

http://www.catalogueoflife.org/col/details/database/id/120. Acesso em: 18 de janeiro

de 2017). Os Ephemeroptera viventes representam o que restou de um grupo muito
diversificado de insetos voadores primitivos (Ephemerida). Sua origem data do final
do Carbonifero ou do inicio do Permiano, cerca de 280 m.a.a., sendo uma das

linhagens mais antigas dentre os Pterygota (Sartori & Brittain, 2015).

Leptophlebiidae Banks, 1900 s&o efemerdpteros cosmopolitas e altamente
diversificados morfologicamente, sendo a maior familia em niumero de géneros e a
segunda maior em numero de espécies, com aproximadamente 141 géneros e 643
espécies (Sartori & Brittain, 2015). O representante mais antigo de Leptophlebiidae
conhecido é o fossil Leptoneta calyptrata Sinitshenkova, 1989 do Cretaceo Inferior,
proveniente da formacdo Tsagantsab da Mongdlia, datado em cerca de 130 m.a.a.
(Sinitshenkova, 1989. Disponivel em:

http://fossilworks.org/bridge.pl?a=collectionSearch&taxon no=71725&max interval=

Cretaceous&country=Mongolia&is real user=1&basic=yes&type=view&match subg

enera=1. Acesso em: 18 de janeiro de 2017).

A classificacdo interna de Leptophlebiidae ainda € alvo de discussdes. Peters (1980)
foi o primeiro a propor uma divisdo interna da familia, baseando-se em caracteres
morfolégicos como: as diferencas no aparelho bucal das ninfas e caracteres da asa
e da genitdlia em adultos. O autor dividiu a familia em duas subfamilias:
Leptophlebiinae Banks, 1900, com oito géneros de distribuic&o restrita ao Hemisfério
Norte; e prop6s uma nova subfamilia, Atalophlebiinae, na qual incluiu todos os
outros géneros, com linhagens de pouco a extremamente especializadas.
Atalophlebiinae é altamente diversificada e com representantes espalhados por todo
0 globo, sendo a maior diversidade observada no Hemisfério Sul (Peters, 1980).


http://www.catalogueoflife.org/col/details/database/id/120
http://fossilworks.org/bridge.pl?a=displayReference&reference_no=40650&is_real_user=1
http://fossilworks.org/bridge.pl?a=collectionSearch&taxon_no=71725&max_interval=Cretaceous&country=Mongolia&is_real_user=1&basic=yes&type=view&match_subgenera=1
http://fossilworks.org/bridge.pl?a=collectionSearch&taxon_no=71725&max_interval=Cretaceous&country=Mongolia&is_real_user=1&basic=yes&type=view&match_subgenera=1
http://fossilworks.org/bridge.pl?a=collectionSearch&taxon_no=71725&max_interval=Cretaceous&country=Mongolia&is_real_user=1&basic=yes&type=view&match_subgenera=1
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Entretanto, Kluge (1994) questionou os caracteres utilizados para divisao em duas
subfamilias. Em uma filogenia ndo quantitativa, baseando-se em dados morfol6gicos
o autor propds que o0s géneros Habrophlebia Eaton, 1881 e Habroleptoides
Schoenemund, 1929, até entdo alocados em Leptophlebiinae, deveriam fazer parte
de uma nova subfamilia, denominando-a Habrophlebiinae. Mais tarde, Kluge (2009),
utiizando a mesma metodologia, restringiu Atalophlebiinae (Atalophlebia/fg5
=Atalophlebolinguata) e criou trés subfamilias novas, sendo elas: Calliarcyinae
(Atalophlebia/fgl =Atalophlebodentata), Terpidinae (Atalophlebia/fg3
=Atalophleboculata) e Castanophlebiinae (Atalophlebia/fg4 =Atalophlebimaxillata).
Tal divisao foi corroborada por Godunko (2015), por meio de uma filogenia também

baseada em dados morfoldgicos.

Dentre as regifes biogeograficas, a regido Neotropical é a mais diversificada,
contemplando 40% de todas as espécies da familia (Sartori & Brittain, 2015). Nessa
regido, Leptophlebiidae sdo dominantes em muitas bacias hidrograficas, tanto em
termos de diversidade taxondmica quanto em abundancia e endemismo (Peters &
Peters, 1980; Towns & Peters, 1996; Salles et al., 2004; Dominguez et al., 2013;
Sartori & Brittain, 2015). Estima-se que nessa regidao 60% dos géneros e 80% das
espécies sejam endémicos (Pescador et al., 2001). Atualmente ha registros de 41
géneros para a regido (Dominguez et al., 2013) e 247 espécies (Sartori & Brittain,
2015). Apesar da grande variedade de taxons, o conhecimento sobre a diversidade
da familia na regido continua crescendo, o que os tornam um dos grupos mais
estudados de Ephemeroptera na regido, tanto em relacédo a taxonomia (e.g. Peters,
1969; Savage, 1982; Flowers & Dominguez, 1991; Mariano, 2011), quanto a
sistematica (e.g. Savage, 1983; Pescador e Peters; 1990; Dominguez, 1995, 2001,
2009; Sartori, 2005; Salles & Dominguez, 2012; Goncgalves et al.,, 2012) e
biogeografia (e.g. Savage, 1987, 2005; Dominguez, 1999).

A partir da década de 80, diversos autores sugeriram a divisdo dos atalophlebiineos
neotropicais em diversos complexos ou linhagens supostamente monofiléticos.
Savage (1987), seguindo a classificacado de Peters (1980), dividiu os Atalophlebiinae
neotropicais em dois grandes grupos: o Escudo da Patagbnia, ndo monofilético,
composto por 10 géneros adaptados ao clima frio, e com linhagens relacionadas as
regides Oriental, Oceanica e Australiana; e o Escudo Guiana e Brasil, monofilético,

composto por 24 géneros adaptados a climas mais quentes, com linhagens
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endémicas, refletindo o isolamento pela formacdo do Atlantico h4 80 m.a.a. até a
formacgéo do istmo do Panama h& 5 m.a.a.. Entretanto o autor ndo utilizou analises
filogenéticas para tais divisdes. Os géneros do Escudo da Patagdnia foram divididos
em cinco linhagens ou complexos, sendo apenas uma delas (Penaphlebia:
Penaphlebia Peters e Edmunds, 1972 e Massartella Lestage, 1930) restrita ao
continente sul-americano, as demais linhagens contém géneros neotropicais e dos
demais continentes gondwanicos, sendo elas: Linhagem Hapsiphlebia, Linhagem
Nousia, Linhagem, Meridialaris e Linhagem Dactylophlebia (Savage, 1987). Ja
alguns géneros do Escudo Guiana e Brasil foram alocados em cinco linhagens ou
complexos, restritos & Ameérica do Sul, supostamente monofiléticos, sendo eles:
Complexo Miroculis (Savage, 1982), Linhagem Terpides (Savage, 1986), Linhagem
Farrodes (posteriormente denominada Homothraulus), Linhagem Hagenulopsis
(Savage, 1987) e Complexo Hermanella (Flowers & Dominguez, 1991; Sartori, 2005;
Lima et al., 2012). Os géneros Atopophlebia Flowers, 1980, Ulmeritus Traver, 1956,
Perissophlebiodes Savage, 1983 e Thraulodes Ulmer, 1919 continuaram com a
posicdo filogenética indeterminada. Posteriormente, dois novos complexos foram
propostos, os quais sdo: Ulmeritus/UImeritoides (Dominguez, 1991, 1995; Salles &
Dominguez, 2012) e Perissophlebiodes (Dominguez, 2009). No entanto, poucos
estudos visando rever o monofiletismo dos grupos e a relagdo entre os géneros
foram realizados desde as proposi¢cdes originais (Dominguez et al.,, 2001;
Dominguez, 2009; Gongalves et al., 2012;).

Savage (1987) propds que os géneros dos complexos citados surgiram na Regiédo
Neotropical e, portanto, denominou-os como Atalophlebiinae neotropicais. Além dos
Atalophlebiinae neotropicais, também é possivel encontrar na regido o complexo
Choroterpes (Atalophlebiinae), com distribuicdo mundial, exceto na Antartica e nas
regides Australiana e Oceénica. O complexo é dividido em dois géneros:
Chorotherpes Eaton 1881, o qual € divido em trés subgéneros: Choroterpes,
Euthraulus Barnard, 1932 e Cryptopenella Guillies, 1951; e Neochoroterpes Allen,
1974, o qual foi elevado a categoria de género sem nenhuma explicacdo por Henry
(1993) apud (Flowers, 2009). Peters (1988) prop6s que a origem do complexo
Choroterpes seja gondwéanica com posterior expansao, enquanto Flowers (2009)
ndo sugere a origem, mas indica que a diversificacdo do grupo se deu através do

mar de Tétis no Mesozoico.
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Como demonstrado, a sistematica de Leptophlebiidae fundamenta-se principalmente
em caracteres morfolégicos, e para muitos dos complexos mencionados
pertencentes a Regido Neotropical, nenhum ou poucos estudos visando investigar o
monofiletismo foram realizados desde as proposi¢cdes originais, como € o0 caso dos
complexos Miroculis, Terpides e Hagenulopsis. Em outros, por exemplo,
Homothraulus, filogenias com dados morfoldégicos apontaram que o grupo, ao menos
como inicialmente proposto, seja parafilético (e.g. Dominguez, 2009; Gongalves et
al., 2012). O complexo Hermanella, o mais diverso dentre os mencionados, tem sido
alvo de debates, tanto a relacao entre os seus membros, quanto a atribuicdo correta
de algumas espécies, e até mesmo o status supra especifico de alguns taxons ainda
sdo conflituosos (Sartori, 2005; Kluge, 2007). Kluge (2007) fez uma revisdo de
alguns dos Atalophlebiinae neotropicais e prop6s um novo taxon, nomeado
Hermanellonota, que inclui dois complexos genéricos: o complexo Hermanella (ou
Hermanellognatha) sensu Kluge (2007) e o complexo Homothraulus. No mesmo
artigo, o autor considerou que a instabilidade das espécies dentro do complexo
Hermanella seja um reflexo da classificacdo atual (Flowers & Dominguez, 1991;
Sartori, 2005), e por isso considerou o complexo como um unico género Hermanella
Needham & Murphy 1924, dividido em cinco subgéneros: Hermanella, Needhamella
Dominguez e Flowers 1989, Leentvaaria Demoulin 1966, Traverella Edmunds 1948
e Hylister Dominguez & Flowers 1989 (Hydrosmilodon Flowers & Dominguez 1992 e
Paramaka Savage & Dominguez 1992 foram considerados sinbnimos juniores de
Needhamella).

O’ Donnell e Ockusch (2008) propuseram a primeira filogenia molecular para familia,
utilizando dois marcadores moleculares nucleares (regido D2-D3 do RNA ribossomal
28s e a histona H3). No entanto suas analises ndo contemplaram a maioria dos
complexos citados. As autoras ndo recuperaram Atalophlebiinae como monofilético,
mas revelaram quatro grupos principais, sendo eles: grupo Malagasy, grupo
Paleoaustral, grupo Choroterpes (= Complexo Choroterpes) e grupo Thraulodes,
sendo o ultimo formado exclusivamente por trés géneros neotropicais (Thraulodes,
Farrodes e Traverella). Além do exposto, Leptophlebiinae e Habrophlebiinae foram

recuperados como independentes e monofiléticos.

Embora amplamente utilizado, sabe-se que caracteres morfolégicos, de modo geral,

sdo passiveis de convergéncia adaptativa (Scotland et al., 2003), podendo levar a
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reconstrucdo de hipoteses evolutivas baseadas em homoplasias (Hedges & Sibley,
1994; Gatesy et al., 1996). Em Ephemeroptera, diversos autores discutiram sobre a
provavel natureza homoplastica e convergente de varios caracteres usados para
definir limites taxondmicos em toda ordem, como por exemplo: venac¢des das asas e
morfologia do ovo e das branquias abdominais (Sivaramakrishnan & Venkataraman,
1987; McCafferty & Wang, 1994; Wang et al., 1995; Peters & Edmunds, 1964; Wang
& McCafferty, 1996). Kluge (2007), inclusive, adverte que nenhum carater pode ser
associado a nenhum rank taxonémico, pois 0 mesmo s6 tem significancia quando
aplicado a determinados taxons. E propds que a alta diversidade genérica de
Leptophlebiidae esteja relacionada ao se associar determinados carateres a género,
e qualquer variagcdo nessa caracteristica selecionada significa um novo género,
resultando em um alto indice de géneros monotipicos. Em contrapartida, os dados
moleculares oferecem uma linha independente de evidéncias, 0 que 0S permitem

auxiliar na distincéo entre sinapomorfias e homoplasias (Scotland et al., 2003).

Diante do exposto a obtencdo de dados moleculares pode ser capaz de fornecer
relevantes subsidios para a compreensao das relacfes internas da familia, inclusive
dos Leptophlebiidae da Regido Neotropical. Sendo assim, de forma pioneira, 0
presente estudo teve como objetivo verificar as relacfes cladisticas e o status
taxondmico dos complexos de Leptophlebiidae que ocorrem na Regido Neotropical
utilizando dois marcadores moleculares, além de comparar com as hipéteses

propostas previamente baseadas em dados morfoldgicos.
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2.1 Amostra
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Foram obtidas no presente estudo 108 sequéncias de DNA oriundas de exemplares

depositados na Colecdo Zoologica Norte Capixaba da Universidade Federal do

Espirito Santo (CZNC). Além disso, foram obtidas no GenBank 47 sequéncias

(Apéndice 1). No total, utilizou-se 155 sequéncias pertencentes a 53 géneros, dos

quais 29 sdo neotropicais (Tabela 2.1). Como grupos externos foram utilizados dois

exemplares da familia Oligoneuridae (Ephemeroptera), Oligoneuria amazonica e

Homoneuria watu. A nomenclatura de distribuicdo zoogeografica usada para os

espécimes seguiu a proposto por Holt et al. (2013).

Tabela 2.1 — Géneros de Leptophlebiidae utilizados no presente estudo. A presenca do X indica

que a sequenciamos o gene, ou Genbank, caso retiramos as sequéncias da plataforma online.

Género Col 28S rDNA
1 Acantophlebia Genbank
2 Adenophleblia Genbank
3 Aprionyx Genbank
4 Aracnocolus Genbank
5 Askola X X
6 Atalomicria Genbank
7 Atalophlebia X X
8 Austroclima Genbank
9 Austroplhebiodes Genbank
10 Castanophlebia Genbank
11 Chorotherpes X X
12 Deleatidium Genbank
13 Ecuaphlebia X X
14 Euthraulus Genbank
15 Farrodes X X
16 Fittkaulus X X
17 Habroleptoides Genbank
18 Habrophelbia X Genbank




Género Col 28S rDNA
19 Hagenulopsis X X
20 Hermanella X X
21 Hermanellopsis X X
22 Gen. ind. 2 X X
23 Hydromastodon X X
24 Hydrosmilodon X X
25 Hylister X X
26 Isothraulus Genbank
27 Jappa X
28 Koorrnonga Genbank
29 Leentvaaria X X
30 Leptophlebia X X
31 Gen. ind.1 X X
32 Massartella X X
33 Massartelopsis X
34 Meridialaris X X
35 Microphlebia X X
36 Miroculis X X
37 Needhamella X X
38 Neochotherpes Genbank
39 Neozephlebia Genbank
40 Nousia X X
41 Paraleptophlebia Genbank  Genbank
42 Paramaka X X
43 Perissophlebiodes X X
44 Radima Genbank
45 Simothraulopsis X X
46 Tepakia Genbank
47 Terpides X X
48 Thraulodes X X
49 Thraulus X X
50 Tikuna X X
51 Traverella X X
52 Ulmeritoides X X
53 Zephlebia Genbank

19
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2.2 Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

A extracdo de DNA total foi realizada a partir de trés pernas de cada animal,
utiizando o kit de extracdo Wizard® SV Genomic DNA Purification System

(Promega), diluindo a amostra em média a 100ul em ddH-0.

Foram utilizados o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl) e os segmentos
nucleares (regides D2-D5) do gene nuclear do RNA ribossomal 28s (RNAr 28S). As
amplificacbes dos fragmentos foram feitas utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em um volume final de 25 pl, com 1 pyl de DNA molde em um

termociclador.

Para amplificar o gene COI, foram utilizados os primers universais LCO1409 e
HCO02198, especificos para os ~650 pb iniciais do gene (Folmer et al. 1994). Para
cada 1uL de DNA genbmico extraido, foram adicionados: 2,5uL de Invitrogen®
Buffer MgCI2 10x; 2 pL de Invitrogen® MgCI2 50mM; 0,3 pL de cada primer (5mM);
1 uL de Promega® DNTp 100mM; 17,775 pL de agua ultra-pura (ddH20); e 0,125
ML de Invitrogen® Platinum Taq DNA Polymerase. O fragmento foi amplificado de
acordo com o perfil: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos a 94° C por
45 segundos, 47°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e extensao final da fita
a 72°C por 5 minutos.

Para o gene 28s foram utilizados os primers D23549F e D54749R, especificos para
0s ~1200 pb da regido D2-D5 (Gillespie et al., 2004, 2005). Para cada 1uL de DNA
gendmico extraido, foram adicionados: 2,5uL de Invitrogen® Buffer MgCI2 10x; 2 uL
de Invitrogen® MgCI2 50mM; 0,3 uL de cada primer (5mM); 1 uL de Promega®
DNTp 100mM; 1 uL de DMSO; 17,775 pL de agua ultra-pura (ddH20); e 0,125 L de
Invitrogen® Platinum Tagq DNA Polymerase. O fragmento foi amplificado de acordo
com o perfil: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94° C por 1
minuto, 52°C por 90 segundos, 72°C por 1 minuto, e extenséo final da fita a 72°C por

5 minutos.

O sucesso da amplificacéo foi verificado através da eletroforese em gel de agarose
1%. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit de

purificacdo ExoSAP-IT (USB Corporation) em que foi usado 1uL para cada 10uL de
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produto PCR. As amostras purificadas foram sequenciadas na empresa Macrogen
Inc. Korea (http://dna.macrogen.com). Foi gerada a sequéncia da fita senso de DNA

para o COI utilizando-se o primer LCO1490 (e antissenso quando necessario), e

ambas as fitas foram sequenciadas para o 28S.

2.3 Inferéncias Filogenéticas

As sequéncias geradas foram submetidas a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) no GenBank (http://ncbi.ncim.nih.gov) para verificar se as
mesmas correspondiam ao grupo e regido génica de interesse. Posteriormente, as
sequéncias de COI foram alinhadas no programa Geneious 7.1.3 através do
algoritmo ClustalW utilizando-se os valores padrbes nos parametros de alinhamento,
juntamente com o alinhamento manual para a conferéncia de possiveis
incongruéncias entre a matriz de dados e o eletroferograma. As sequéncias do 28s
foram alinhadas separadamente utilizando o portal MAFFT  (v.7;
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html), por meio da estratégia E—INS—I.

A etapa de reconstrucao filogenética foi realizada apos ter sido verificado o grau de
saturacdo das sequéncias no programa DAMBE 6.0.48, através do teste de Xia et al.
(2003). Além disso, foi utilizado o programa JModelTest 0.1 (Posada, 2008) para
determinar o modelo evolutivo mais adequado a ser utilizado nas analises,

selecionado pelo critério de informagBes Bayesiano.

As analises filogenéticas dos genes concatenados foram inferidas utilizando-se os
métodos de Inferéncia Bayesiana (IB) e de Maxima Verossimilhanca (ML). As
arvores de IB foram inferidas pelo programa Mr.Bayes 3.1 na plataforma online
CIPRES (https://www.phylo.org/portal2) com o modelo evolutivo proposto pelo

JModelTest particionado para cada gene. A cadeia de Markov foi conduzida com 30
milhdes de geracbes com burn-in de 25% amostrando a cada 1000 geracdes,
assegurando que o desvio padrao meédio das frequéncias ficaram abaixo de 0,01 e
observando a estabilizagcdo das cadeias no Tracer V1.6 (Rambaut et al., 2016). O
suporte dos ramos foi obtido através das probabilidades posteriores e a
confiabilidade dos clados foi aceita de acordo com a proposta por Hillis e Bull (1993),

sendo elas: forte (>0.95) e moderada (entre 0.85 e 0.95). As arvores de ML foram
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inferidas pelo programa RaxML (Stamatakis, 2014), na plataforma CIPRES
(https://www.phylo.org/portal2), empregando o modelo evolutivo proposto pelo
JModelTest particionado para cada gene. O suporte dos ramos foi obtido através do
Bootstrap e a confiabilidade dos clados foi aceita de acordo com a proposta por Hillis
e Bull (1993), sendo elas: forte (>70%) e moderada (entre 50% e 70%). A
visualizacdo e edicdo da arvore filogenética foi realizada no programa FigTree
v1.0.4.
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3 RESULTADOS

3.1 Extracao de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Dos 481 exemplares selecionados, 295 (61%) amplificaram para o COIl e 136 (28%)
para o 28S, contemplando 29 géneros neotropicais € um ndo neotropical. Mais 23
géneros, oriundos das outras regides geograficas foram adicionados a amostra com
sequéncias obtidas do GenBank. A amostra final, somando-se as amostras do grupo

externo, contou com 155 taxons.

Como a terceira posi¢cao do cédon do COI mostrou-se saturada, apds o alinhamento
final a matriz ficou com 394 pb. Para o 28S, ap6s o alinhamento as sequéncias
geraram uma matriz de 1.231 pb. A matriz com os dados concatenados apresentou
1.625 pb. O modelo evolutivo que melhor se adequou as analises foi 0 GTR+I+G,

para ambos 0s genes.

3.2 Relacdes filogenéticas dentro de Leptophlebiidae

As arvores geradas pelos diferentes critérios de otimizacdo (ML e IB) mostraram
topologias semelhantes e, portanto, optou-se por demonstrar a arvore da Inferéncia
Bayesiana (IB). Através da filogenia obtida a partir dos dados concatenados pela 1B
(Figura 3.1), foi possivel recuperar sete linhagens evolutivas principais. O clado |
(BT=100, PP=1.0) foi formado pelos géneros Leptophlebia e Paraleptophlebia. O
clado Il (BT=100, PP=1.0) foi formado pelos géneros Habrophlebia e
Habroleptoides. O clado IV (BT=100, PP=1.0) foi formado pelos géneros Terpides +
(Tikuna + Fittkaulus). O género Aprionyx, como mostra a Figura 3.1, foi recuperado
como grupo irmao do clado 1V na IB com suporte moderado (IB=0.87). Entretanto tal
agrupamento ndo teve suporte estatistico na filogenia de ML (Apéndice 2). A maior
linhagem recuperada foi o clado Atalophlebolinguata Kluge, 2009 (IB=0.99), tendo

sido formado por todos os outros géneros analisados (Clados V-VII). O valor do
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Clado VII

Inferéncia filogenética bayesiana dos genes concatenados (COI+28S, 1625 pb). Os
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3.3 Relacgdes filogenéticas dentro de Atalophlebolinguata Kluge, 2009

Através da filogenia obtida a partir dos dados concatenados pela IB (Figura 3.2),
foram recuperados trés grupos principais em Atalophlebolinguata. O clado V
(BT=100, 1B=1.0), representado pelos géneros Thraulus + (Euthraulus +
(Neochoreterpes + Choroterpes)). O clado VI (IB=0.86), representado pelos géneros
das regides (Madagascar) + (Australiana + Neotropical) + (Australiana +
Neotropical). E o clado VII (BT=82, IB=1.0), representado exclusivamente por
géneros neotropicais. O género Adenophlebia foi recuperado como pertencente a
Atalophlebolinguata (Figura 3.2), porém néo foi recuperado com nenhum dos trés
clados formados.

Dois clados foram recuperados dentro do clado V, sendo um formado por
(Choroterpes + Neochoroterpes) + Euthraulus (clado V.1), e outro por Thraulus
(clado V.2), ambos com valor de suporte 1.0 (Figura 3.3). Dentro do clado VI, foi
verificada a formacdo de trés grupos principais com suporte de 0.99 cada um
(Figura 3.4). O clado VI.1 contempla representantes de Madagascar, sendo o
género Radima e trés identificados como “Malagasy”. O grupo VI.2 e VI.3 com
representantes australianos e neotropicais. Dentro do clado VII, vemos a formacao
dois clados principais (clado VII.1 e clado VII.2), dos quais se dividem em cinco
clados (Figura 3.5). O clado VIIL.1.1, com valor de supor 1.0, contempla
representantes do género Ulmeritoides. O clado VII.1.2, com valor de supor 1.0,
contempla os géneros Askola + (Hagenulopsis + Ecuaphlebia). O clado VII.2.1, com
valor de supor 1.0, contempla representantes do género Thraulodes. O clado VII.2.2,
com valor de supor 0.85, contempla os géneros Miroculis (parafilético), Microphlebia
e Haguenulopsis. E o clado VII.2.3, com valor de suporte 1.0, contempla os géneros
Hydromastodon, Simothraulopsis, Farrodes, Perissophlebiodes, Hydrosmilodon,
Traverella, Leentvaaria, Hylister, Hermanella, Paramaka, Needhamella e dois

géneros indeterminados.
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(COI+28S, 1625 pb). Os valores de probabilidade a posteriori sdo mostrados acima dos ramos.
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Figura 3.5 — Clado VII. Inferéncia filogenética bayesiana dos genes concatenados (COI+28S,

1625 pb). Os valores de probabilidade a posteriori sdo mostrados acima dos ramos.
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4 DISCUSSAO

Todos os 29 géneros amostrados da regidao neotropical encontram-se nos clados IV-
VII. No presente estudo, focaremos principalmente nos géneros que ocorrem ha

Regido Neotropical.

4.1 Leptophlebiinae e Habrophlebiinae

O clado | foi formado pelos géneros Leptophlebia Westwood, 1840 e
Paraleptophlebia Lestage, 1917. Paraleptophlebia foi recuperado como parafilético,
assim como encontrado por O’Donnel & Jockusch (2008) em sua filogenia
molecular, e proposto por Peters e Edmunds (1970) através de dados morfologicos.
O clado citado representa Leptophlebiinae, exceto por ndo ter sido incluido na
analise os géneros: Habroleptoides Schoenemund 1929, Dipterophlebiodes
Demoulin, 1954 e Gilliesia Peters & Edmunds, 1970.

Como proposto por Kluge (1994), nossas analises recuperaram no clado lll,
Habrophlebiinae, os géneros Habrophlebia e Habroleptoides, em um clado distinto
de Leptophlebiinae (Figura 3.1).

4.2 Atalophlebiinae Peters, 1980

Com excecdo dos géneros das familias Leptophlebiinae, Habrophlebiinae e
Calliarcyinae Kluge, 2009 (formada pelo género Calliarcys Eaton, 1881), até a
proposta de Kluge (2009), todos os demais géneros de Leptophlebiidae pertencia a
Atalophlebiinae. Nossos dados moleculares ndo recuperaram como monofilética tal
proposicdo de subfamilia, entretanto, ofereceram suporte para diversos outros

grupos com estes géneros (subfamilias, tribos e subtribos).
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4.3 Castanophlebiinae

Kluge (2009) propds a elevacdo taxondmica do género Castanophlebia (espécie
tipo: Castanophlebia calida) & subfamilia Castanophlebiinae. Em nossas analises
Castanophlebia célida (Genbank EU874527.1/ clado II) ndo foi recuperada com
nenhum dos clados formados (Figura 3.1), assim como observado em O’Donnell &

Jockusch (2008). Tal conformacgédo esta de acordo com a hipotese de Kluge (1994).

Regido Neotropical

4.4 Terpidinae

O clado IV foi formado pelos géneros Terpides, Tikuna e Fittkaulus (Figura 3.1). No
presente estudo propomos a primeira filogenia interna do grupo, sendo Terpides +
(Tikuna+Fittkaulus). Tais géneros foram agrupados pela primeira vez por Savage
(1986), nomeando-os complexo Terpides. Os representantes do complexo possuem
caracteristicas peculiares, tanto nas ninfas quanto nos adultos, quando comparados
com os outros géneros de Leptophlebiidae (Savage, 1986; Savage et al., 2005). A
combinacdo das pecas bucais hipognatas e a presenca de fileiras de cerdas nos
filamentos caudais os tornam unicos dentre os leptophlebiideos, resultando em
ninfas com caracteristicas semelhantes a Baetidae e Siphlonuridae (Savage, 1986).
No mesmo artigo, o autor propds que o complexo fazia parte de Atalophlebiinae
Peters, 1980, e seria grupo irméo de todos os outros géneros da subfamilia devido
as suas caracteristicas morfolégicas. Posteriormente Savage (1987), devido a
distribuicdo restrita do grupo ao Escudo Guiana e Brasil, propés que o complexo,
junto com outros complexos propostos, formaria um grupo monofilético pertencente
ao Escudo Guiana e Brasil, com linhagens endémicas, refletindo o isolamento pela
formacado do Atlantico ha 80 m.a.a. até a formacéo do istmo do Panama ha 5 m.a.a.
Entretanto, nenhuma filogenia foi proposta para corroborar tais proposi¢des, nem
para relacdo interna do complexo, supostamente monofilético. Em uma proposta
alternativa, Kluge (2009) baseando-se em dados morfologicos, restringiu
Atalophlebiinae (Atalophlebia/fgs =Atalophlebolinguata) e criou trés subfamilias
novas, sendo elas: Calliarcyinae (Atalophlebia/fgl =Atalophlebodentata),

Castanophlebiinae (Atalophlebia/fg4 =Atalophlebimaxillata) e elevou o complexo em
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nivel de subfamilia: Terpidinae  (Atalophlebia/fg3  =Atalophleboculata).
Posteriormente, Godunko et al. (2015) corroboraram a classificacao de Kluge (2009)
através de andlises filogenéticas com base em dados morfolégicos. Ao contrario do
proposto por Savage (1987), o clado IV do presente trabalho, que inclui
exclusivamente os géneros do complexo Terpides, nao foi agrupado com os demais
complexos do Escudo Guiana e Brasil (Clado VII). Nossos resultados corroboram os
propostos por Kluge (2009), visto que além dos representantes ndo terem sido
recuperados com os demais representantes dos complexos do Escudo Guiana e
Brasil (Clado VII), os representantes da linhagem Terpides ndo se encontram em
Atalophlebolinguata Kluge, 2009 (Atalophlebiinae sensu Kluge 2009). Nossos dados,
portanto, sustentam a categoria em nivel de subfamilia proposta por Kluge (2009)
para a linhagem que inclui os géneros Terpides, Tikuna e Fittkaulus (e.g.

Terpidinae).

4.5 Aprionyx Barnard 1940

Aprionyx é um género com distribuicdo na Afrotropical. Pescador & Peters (1980)
propuseram que o género fazia parte do complexo Hapsiphlebia, linhagem com
representantes das regides Australiana e Neotropical (Escudo da Patag6nia). Kluge
(2009), por sua vez, propds que 0 género pertencesse a Atalophlebolinguata devido
a presenca de um par de processos laterais na hipofaringe, carater diagnostico do
grupo. Entretanto Kluge (2012) observou que diferente dos Atalophlebolinguata que
perderam a dentiseta distal, em Aprionyx tal carater é retido assim como em
Terpidinae. Entretanto Terpidinae ndo possuem o par de processos laterais na
hipofaringe. Nossos dados recuperaram o género Aprionyx como grupo irmao de
Terpidinae (clado Vv, Figura 3.1). @] clado
(Aprionyx+Terpidinae)+Atalephlebolinguata, apesar de n&o possuir forte suporte
estatistico, caso confirmado, indica que a auséncia do par de processos laterais na
hipofaringe tenha sido uma possivel reversdo em Terpidinae. Ademais, o
relacionamento entre Terpidinae e Aprionyx sugere que os ancestrais do clado
comecaram a se isolar durante a separagdo entre as duas regifes através do

movimento das placas tectonicas.
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4.6 Atalophlebolinguata Kluge, 2009

Kluge (2009) propGs que os Atalophlebolinguata sdo agrupados pela presenca de
um par de processos laterais na hipofaringe. Tal agrupamento € representado pela
maioria dos leptophlebiideos e possuem distribuicdo mundial. No mesmo artigo o
autor prop6s que a possivel classificacdo do grupo aplicavel ao Cdodigo Internacional
de Nomenclatura Zooldgica seja subfamilia Atalophlebiinae. Nossos dados
recuperaram Atalophlebolinguata como monofilético, dentro do qual foi possivel
observar a formacé&o de trés clados principais (V, VI, e VII). Todavia sugerimos que
cada um desses trés clados dentro de Atalophlebolinguata seja considerado como
uma subfamilia (Figura 3.2).

Adenophlebia Walker, 1860, género com distribuicdo Afrotropical, foi recuperado
neste clado, conforme proposto por Kluge (2009). Porém, além de néo ter sido aqui
recuperada a sua relacdo com os demais representantes do grupo, o género nao fez

parte de nenhum clado interno formado.

4.7 Choroterpinae

O clado V (Figura 3.3) foi representado pelos géneros Chorotherps e Thraulus,
mesmo grupo recuperado por O’Donnel & Jockusch (2008) (Group Choroterpes) e
Kluge (2012) (Tribo Choroterpini). Assim como proposto por Kluge (2012), o clado V
mostrou-se dividido em dois clados (clado V.1 e clado V.2, Figura 3.3). Propomos
gue Choroterpini Kluge, 2012 seja elevada a categoria de subfamilia: Choroterpinae,
e os clados internos sejam nomeados como tribo, sendo eles: Thraulus/gl Kluge,
2012 como Thraulini; e Choroterpes/g2 Kluge, 2012 como Choroterpini. Todos o0s
caracteres morfologicos que sustentam a subfamilia e as tribos foram propostos por
Kluge (2012).

4.8 Atalophlebiinae

Com base em dados geoldgicos, Herrington (1962) propds que a Ameérica do Sul

possui uma longa histéria e é composta por escudos formados entre o Pré-
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Cambriano e o Cambriano Inferior. Tomando como base tais informacdes, Savage
(1987) propds que os leptophlebiideos neotropicais possuem uma longa historia
evolutiva. O autor propds que as linhagens do escudo da Patagdnia sejam mais
relacionadas com os individuos das regifes: Australiana, Madagascar e Afrotropical,
propondo que o0s ancestrais do escudo comecaram a se isolar entre as regioes
Afrotropical e Madagascar h& aproximadamente 130 milhdes de anos. Tais
relacionamentos podem ser vistos na formacao do clado VI (Figura 3.4). O clado
citado foi formado por géneros das regifes: Neotropical (Escudo da Patagonia),
Australiana e Madagascar, mesmo agruamento encontrado por O’Donnel &
Jockusch (2008). Assim, propomos que o clado seja tratado como Atalophlebiinae.

O clado VI.1 foi formado por taxons oriundos de Madagascar, género Radima Akers
& Peters & Peters, 2003 e tAxons nomeados Malagasy (Apéndice 1). Mesmo clado
(Malagasy group) foi encontrado por O’Donnel & Jockusch (2008). O género Radima
até entdo era alocado como incertae sedis em Atalophlebolinguata. Propomos que o
mesmo seja alocado em Atalophlebinae e o complexo Radima seja tratado como

tribo Radimini.
4.8.1 Escudo da Patagonia (EP)

Savage (1987) dividiu os géneros neotropicais do EP em cinco linhagens. Segundo
o autor apenas a linhagem Penaphlebia seria formada por representantes
exclusivamente neotropicais. As demais seriam formadas por géneros distribuidos
nas outras regiées gondwanicas, incluindo a Neotropical. No presente estudo,
encontramos os géneros das regides Neotropical (EP) e Australiana juntos em dois
clados principais, sendo eles: VI.2 e V1.3 (Figura 3.4).

N&o recuperamos a linhagem Penaphlebia como um grupo monofilético. Enquanto o
género Massartella foi recuperado no claro VI, Penaphlebia foi recuperado no clado
VI.2 (Figura 3.4) relacionado ao taxon Neozephlebia Penniket, 1961. Neozephlebia
foi descrito como subgénero do género Zephlebia Penniket, 1961, mas apesar de
terem sido recuperados no mesmo clado (VI.2), ndo formaram um grupo

monofilético.

Além dos taxons citados, o clado V1.2, € formado pelos géneros com distribuicdo na

Regido Australiana: Aracnocolus Towns & Peters, 1979b, Austroclima Towns e
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Peters, 1979, Acantophlebia Towns,1983, Deleatidium Eaton, 1899, Nousia Navas,
1918, Koorrnonga Campbell e Suter, 1988, Isothraulus Towns e Peters, 1979,
Tepakia Towns e Peters, 1996 (Figura 3.4). Os géneros Isothraulus e Tepakia foram
recuperados como um clado grupo irméao dos demais, entretanto tal relacdo possui

fraco suporte estatistico.

A formacgédo do clado Nousia + Koorrnonga indica a clara relagcdo entre as regioes
Neotropical (EP) e Australiana. O género Nousia possui distribuicdo em ambas as
regides, enquanto Koorrnonga encontra-se distribuido apenas na Australiana. Nao
foi possivel recuperar a relacdo entre esses géneros, pois observou-se uma
politomia entre os espécimes de Nousia de ambas as regides (Apéndice 1) e

Koorrnonga.

Apesar de nao termos amostrados todos o0s géneros das linhagens, néo
recuperamos nenhuma linhagem proposta na literatura como monofilética. Dentre os
géneros citados, o clado VI.2 recuperou representantes tanto da Neotropical (EP)
quanto Australiana das linhagens: Linhagem Nousia (Nousia, Koorrnonga,
Neozephlebia e Zephlebia), Linhagem Dactylophlebia (Austroclima), Linhagem

Penephlabia (Penaphlebia) e Linhagem Meridialaris (Deleatidium).

O clado VI.3, foi recuperado por representantes da Neotropical (Escudo da
Patagonia) e Australiana das linhagens: Linhagem Hapsiphlebia (Atalophlebia Eaton,
1881 e Atalomicria Harker, 1954) e Linhagem Meridialaris (Meridialaris Peters &
Edmunds, 1972, Massartelopsis Demoulin, 1955 e Austrophlebioides Campbell e
Suter, 1988).

Os géneros Massartella (Linhagem Penaphlebia) com distribuicdo na Regido
Neotropical, e Jappa Harker, 1954 (Linhagem Hapsiphlebia) com distribuicdo na
Regido Australiana, foram recuperados como grupo irméo do clado VI.2, entretanto
tal conformacdo nao foi recuperada com suporte estatistico em nenhuma das

analises.

Diante do exposto, propomos que os clados VI.2 e VI.3 sejam tratados como as

tribos Deleatidiumini e Atalophlebiini, respectivamente.
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4.9 Escudo Guiana e Brasil (EGB)

Enquanto o Escudo da Patagdnia mostra uma evolugao de intenso intercambio entre
as regides gondwanicas, propde-se que o EGB evoluiu de forma isolada (Savage,
1987). Como demonstrado em paragrafos anteriores, o EGB foi proposto como
monofilético, com linhagens monofileticas. Dominguez (2009), ao investigar a
sistematica dos géneros neotropicais sem asa posterior, apresentou uma filogenia,
baseada em dados morfolégicos, bem amostrada da regido. Entretanto o autor nao
recuperou o escudo como monofilético. No presente estudo, recuperamos o EGB em
dois clados, sendo eles: Terpidinae (Figura 3.1, Clado 1V), o qual ja foi discutido em

secao anterior; e o clado VII (Figura 3.5), o qual seré& discutido a seguir.

4.10 Haguenullinae

Propomos que o clado VII (Figura 3.5), o qual representa a tribo Hagenulini
(Hagenulus/fgl) proposto por Kluge (2008), seja elevado a subfamilia: Hagenullinae.
De forma geral encontramos 0s mesmos cinco grandes grupos propostos por Kluge
(2008) em Hagenulinae, entretanto o autor ndo propds o relacionamento entre eles.
Nossos dados apresentaram a relacdo entre esses grupos e mostram que fazem
parte de dois clados principais (VII.1 e VII.2), 0os quais propomos como uma tribo

cada um.
4.10.1 Hagenullini

O clado VII.1 (Figura 3.5), propomos ser uma tribo: Hagenullini, foi recuperado por
dois complexos, sendo eles: complexo Ulmeritus/Ulmeritoides (clado VII.1.1), a partir
de agora denominado subtribo Ulmeritina, e complexo Hagenulus (VII.1.2), proposto
por Kluge (2008) como Hagenulus/fg2, a partir de agora denominado subtribo
Hagenulina, com a adicdo do género Ecuaphlebia Dominguez, 1988 em sua
conformacdo. O clado Ulmeritina + Hagenulina nunca havia sido proposto na

literatura, e foram recuperadas com forte suporte estatistico em ambas as analises.

Dominguez (1988) na descricdo de Ecuaplebia sugeriu que o género relaciona-se

mais com Hagenulopsis do que com qualquer outro género descrito e compartilham
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diversos caracteres morfolégicos. O autor ndo apresentou quais caracteres eles
compartilham, mas indicou como diferencia-los. Entretanto Dominguez (2009) nao
recuperou tal relacdo na filogenia que propés com base em dados morfolégicos.
Assim, as relacdes encontradas no presente estudo corroboram com o
relacionamento entre Ecuaphlebia e Hagenulopsis, como propés Dominguez (1988),
e a sua insercdo em Hagenulina. Tais evidéncias enfatizam a importancia da
utilizacdo de dados moleculares como uma linha alternativa para auxiliar na

distincdo entre sinapomorfias e homoplasias como propds Scotland et al. (2003).
4.10.2 Thraulodini

Propomos que o clado VII.2 (Figura 3.5) seja uma nova tribo denominada
Thraulodini, dentro da qual recuperamos trés clados principais (VII.2.1 VII.2.2, e
VII.2.3). Esse clado é representado pelos demais géneros do Escudo Guiana e
Brasil, contemplando os complexos: Miroculis, Homothraulus, Perissophlebiodes e

Hermanella.

O complexo Miroculis (clado VII.2.2) representa o grupo Miroculis/gl de Kluge
(2008), agora denominado subtribo Miroculina, foi recuperado com forte suporte na
analise de ML (BT=81) e moderado na IB (PP=0.85). O género Thraulodes Eaton,
1884 (clado VII.2.1) foi recuperado como grupo irmao de Miroculina, entretanto tal
agrupamento ndo ofereceu suporte estatistico. Ainda ndo existe um consenso sobre
o posicionamento filognético de Thraulodes. Nossos dados mostraram o género
como pertencente Thraulodini, semelhante ao que propds Kluge (2008) ao aloca-lo
em Hagenulus/fgl baseando-se em dados morfolégicos. Entretanto Dominguez
(2009), em sua filogenia baseada em dados morfolégicos, recuperou 0 género como
irmao de Meridialaris, género pertencente ao EP. Diante do exposto, propomos que

0 género seja inserido em uma nova subtribo: Thraulodina.
4.10.3 Hermanellina

O clado VII.2.3 foi recuperado por representantes dos complexos Homothraulus,
Perissophlebiodes e Hermanella. Mesmo grupo foi recuperado no “clado O” por
Dominguez (2009). Kluge (2008) estabeleceu a subtribo Hermanellina, a qual possui
a mesma conformacao do clado VII.2.3, exceto por n&o incluir Perissophlebiodes

Savage, 1983 no grupo. Propomos que o género Perissophlebiodes seja adicionado
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a subtribo. Apesar de terem sido agrupados em Hermanellina, nossos dados ndo
permitem concluir se os complexos citados sdo monofiléticos, pois recuperamos uma

politomia nessa posicao da arvore (Figura 3.5).

Para o complexo Hermanella, o mais diverso entre todos os complexos, tanto a
relacdo entre os seus membros, quanto a atribuicdo correta de algumas espécies, e
até mesmo o0 status supra-especifico de alguns taxons ainda séo conflituosos
(Sartori, 2005; Kluge, 2008). Assim como proposto por Sartori (2005), em nossas
andlises (Figura 3.5), por exemplo, o género Hydrosmilodon foi recuperado como
polifilético. Ja Hylister obliquus foi recuperado junto com Hermanella. Na anélise de
Méaxima Verossimilhanca Hylister obliquus é grupo irmédo de Hermanella, entretanto
tal topologia ndo tem suporte na analise Bayesiana, visto que as trés espécies (Duas
de Hermanella e uma de Hylister) formam uma politomia. Nesse sentido o status
taxondmico dos géneros citados continua duvidoso. Kluge (2008) considerou que a
instabilidade das espécies dentro do complexo Hermanella seja um reflexo da
classificacdo atual (Flowers e Dominguez, 1991; Sartori 2005), e por isso considerou
0 complexo como um unico género Hermanella, dividido em cinco subgéneros:
Hermanella, Needhamella, Leentvaaria, Traverella e Hylister (Hydrosmilodon e
Paramaka foram considerados sindnimos juniores de Needhamella). Apesar de
supostamente fazer parte do complexo Hermanella, ndo recuperamos 0 género
Hydromastodon Polegatto & Batista, 2007 junto com os demais géneros do
complexo, entretanto, como temos uma politomia nessa regido da arvore (Figura
3.5), ndo podemos confirmar se o género faz ou nédo parte do complexo. Outro
resultado interessante foi o género Perissophlebiodes ter sido recuperado como
grupo irméo do complexo Hermanella (sem Hydromastodon). Tal associacao direta
nunca tinha sido proposta na literatura. Entretanto mais esforcos devem ser

concentrados para compreender melhor a relacdo interna de Hermanellina.
4.10.4 Perda da asa posterior

Assim como proposto por Dominguez (2009), encontramos em nossos dados que 0s

géneros neotropicais sem asa posterior ndo formam um grupo monofilético (Apéndice

4).
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Recuperamos o0 género Perissophlebiodes na subtribo Hermanellina, clado VII.2.3
(Figura 3.5 e Apéndice 4), assim como propds Dominguez (2009). Bessierus Thomas
& Orth, 2000, ndo amostrado, é relacionado a Perissophlebiodes e também néo
possui a asa posterior (Dominguez, 2009). Por serem 0s Unicos géneros dentro de
Hermanellina sem a asa posterior, propomos que 0 ancestral do grupo possuia o

carater, e a perda ocorreu no ancestral de Bessierus + Perissophlebiodes.

Os outros géneros, Hagenulopsis e Askola, foram recuperados na subtribo
Hagenulina, mais proximamente relacionados a Ulmeritina no clado VII.1 (Figura 3.5
e Apéndice 4Apéndice 1), na tribo Hagenulini. O relacionamento entre 0s géneros ja
havia sido proposto (Dominguez, 2009), entretanto € a primeira vez que o
posicionamento filogenético do clado € apresentado. Outros géneros que nao foram
amostrados e que possuem asa posterior fazem parte de Hagenulina, assim como
Ecuaphlebia. Como nédo recuperamos a relacéo direta entre Hagenulopsis e Askola,
e sim Askola + (Haguenulopsis + Ecuaphlebia), a perda da asa posterior nesses dois
géneros, podem ter sido de forma independente. Entretanto tal relacionamento,
apesar de aparecer em ambas as andlises, ndo apresentou suporte estatistico
(BT=54, PP=0.68). Sendo assim a inclusdo dos outros tdxons de Hagenulina é
necessaria para compreender melhor a evolugcdo do carater no grupo. NOSso0s
resultados, como previamente proposto por Dominguez (2009), permitem-nos
concluir que a perda da asa posterior dos leptophlebiideos neotropicais ocorreu ao

menos duas vezes.

As alteracOes feitas na classificacdo de Leptophlebiidae através do tempo, incluindo
as gque propomos, encontram-se no Apéndice 3. Enquanto que os cladogramas com
a nova proposta para Leptophlebiidae encontram-se nos Apéndices: Apéndice 5,

Apéndice 6 € Apéndice 7.
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APENDICES

Apéndice 1 - Espécimes de Leptophlebiidae utilizados no presente estudo.

Género Espécie Nome Arvore Fonte Pais Col 28S
Acanthophlebia cruentata 1_A_cruentata GenBank Austrélia n EU874479.1
Adenophlebia peringueyella 1_A_peringueyella GenBank n AY749968.1
Aprionyx sp. 1_Aprionyx_sp GenBank Africa do Sul n EU874480.1
Aprionyx peterseni 1_A_peterseni GenBank Africa do Sul n EU874481.1
Arachnocolus phillipsi 1_As_phillipsi GenBank Nova Zelandia n EU874482.1
Askola froehlichi Ep3996b Brasil X X
Askola froehlichi Ep3998a Brasil X X
Askola sp. MMO71 a Brasil X X
Askola sp. MMO71 b Brasil X X
Atalomicria sp. 1_Atalomicria_sp GenBank Australia n EU874483.1
Atalophlebia sp. 1_Atalophlebia_sp GenBank Austrélia KP697596 EU874484.1
Austroclima jollyae 1_Austroclima_jollyae GenBank Nova Zelandia n EU874485.1
Austrophlebioides sp. 2_Austrophlebioides_sp  GenBank Austrélia n EU874486.1
Castanophlebia calida 1_C_calida GenBank Africa do Sul n EU874527.1
Chorotherpes sp. MMO070 a Colombia n X
Chorotherpes sp. MMO70 b Colombia X X
Chorotherpes basalis 1_Choroterpes_sp GenBank USA HQ568788 EU874522.1
Deleatidium sp 1_Deleatidium_sp GenBank Nova Zelandia n EU874487.1
Deleatidium cornutum 2_D_cornutum GenBank Nova Zelandia n EU874488.1
Ecuaphlebia sp. MMO68 Colombia X X
Euthraulus elegans 1_Euthraulus_elegans GenBank Africa do Sul n EU874528.1
Euthraulus sp. 1_Euthraulus_sp GenBank Malasia n EU874521.1
Farrodes carioca Ep 3766 a Brasil X X
Farrodes sp. Ep6721 a Brasil X X
Farrodes carioca Ep3762 a Brasil X X
Farrodes carioca Ep 3796 a Brasil X X
Farrodes carioca Ep6730 ¢ Brasil X X
Farrodes carioca Ep6729 a Brasil X X
Farrodes carioca Ep3802 a Brasil X X
Fittkaulus sp. MMO083 Brasil X X
Fittkaulus sp. MMO88 b Brasil X X
Gen. Ind. 1 sp. MMO060bUFRJ Brasil X X
Gen. Ind. 2 sp. Ep6714 b Brasil X X
Gen. Ind. 2 sp. Ep6714 a Brasil X X

Habroleptoides confusa 1_H_confusa GenBank HG935080 GQ118304.1
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Apéndice 2 -Inferéncia filogenética de Maxima Verosimilhanca dos genes concatenados
(COI+28S, 1625 pb). Os valores de probabilidade a posteriori sdo mostrados acima dos ramos
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Apéndice 3 - AlteragGes na classificacdo de Leptophlebiidae através do tempo incluindo as do

presente trabalho.

Autor Banks 1900 Peters 1980 Savage1980, Kluge 1994, O'Donnel e Presente estudo
1982, 1986 e 2008, 2009, Jockusch (2008)
1987, 2012
Dominguez
1991 e 2009;
Flowers e
Dominguez
1991; Flowers
2009
tipo de Morfoléfico Morfoléfico Morfoléfico Morfoléfico Molecular Molecular
dado (28s+H3) (28s+COl)
Familia Leptophlebiidae  Letophlebiidae Leptophlebiidae Leptophlebiidae  Leptophlebiidae Leptophlebiidae
Subfamilia | Leptophlebiinae  Leptophlebiinae Leptophlebiinae Leptophlebiinae  Leptophlebiinae Leptophlebiinae
Atalophlebiinae Atalophlebiinae Habrophlebiinae  Habrophlebiinae Habrophlebiinae
Atalophlebiinae Atalophlebiinae Atalophlebiinae*
(Atalophleboling Castanophlebiinae
uata) Terpidinae
Castanophlebiin Choroterpinae
ae Terpidinae (Choroterpes/gl)
Calliarcinae Hagenulinae
(Hagenulus/g1)
Tribo?t Hapsiphlebia? Choroterpes/glt  Choroterpes? Thraulinit
Complexo/ Nousia? Thraulus/g12 Madagascar? (=Thraulus/g1)
Subtribo? Meridialaris? Choroterpes/g22  Paleoaustral? Choroterpinit
Dactylophlebia? Hagenulus/g1t Thraulodes? (=Choroterpes/g2)
Penaphlebia? Hagenulus/fg22 Hagenulinit*
Miroculis? Hermanellina? (=Hagenulus/fg2)
Terpides? Ulmeritus/g12 (=Ulmeritus/g1)

Homothraulus?
Hagenulopsis?
Hermanella?

Ulmeritus/Ulmeri

toides?
Perissophlebiod

es? Choroterpes?

Thraulodes/g12
Miroculis/g12

Thraulodini*
Hermanellina?
Thraulodina?
(=Thraulodes/gl)
Miroculina?
(=Miroculis/g1)
Deleatidiuminit*
Atalophlebiniz*

*Agrupamento novo.
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Apéndice 4- Cladograma com evidéncia nos géneros sem asa posterior.

“'w
Hagenulini
«Hagﬂenulopsis

Hagenulina

HAGENULINAE «Askola

Thraulodina

Miroculina

Thraulodini

Hermanellina

Perissophlebiodes

. Sem asa posterior

Apéndice 5- Cladograma com a classificac&o proposto para Leptophlebiidae.

Leptophlebiinae

Castanophlebiinae

Habrophlebiinae

LEPTOPHLEBIIDAE

Terpidinae

Choroterpinae

Atalophlebiinae

Hagenulinae
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Apéndice 6- Cladograma com a classificagdo proposta para Atalophlebolinguata.

ATALAPHLEBOLINGUATA

Thraulini
CHOROTERPINAE

Choroterpini

Radimini

Deleatidiumini
ATALOPHLEBINAE

HAGU

Atalophilebiini

Hagenulini

ENULINAE

Thraulodini
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Apéndice 7- Cladograma com a classificacéo proposta para Haguenulinae.

HAGUENULINAE

HAGUENULINI

THRAULODINI

Ulmeritina

Haguenulina

Thraulodina

Miroculina

Hermanellina



