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RESUMO

Simothraulopsis Demoulin (1960) pertence a familia Leptophlebiidae e € composto por nove
espécies endémicas da regido Neotropical. Atualmente os registros de ocorréncia de
Simothraulopsis diamantinensis Mariano (2010) mostram uma distribuicdo disjunta, podendo
ser encontrada no Estado do Espirito Santo, em Minas Gerais (ha Serra do Cip0) e na Bahia (na
Chapada Diamantina). Neste trabalho buscou-se obter os padrdes da variacdo genética para S.
diamantinensis e relaciona-los aos eventos passados em um contexto filogeografico. Foram
usadas sequéncias de duas regides do gene mitocondrial: COIl e COIl de 57 e 61 individuos,
respectivamente. Para isso foram conduzidas andlises de diversidade genética, estruturacdo
geografica e historia demografica. Os resultados de diversidade genética e estrutura geogréafica
revelaram uma forte estruturacdo das populacdes de S. diamantinensis, que foram subdivididas
em: (Vale do Capéo + Serra do Cipd, Lenc¢ois, Mucugé, Santa Teresa, Norte do Espirito Santo
e Alegre), além disso os altos valores de Fst encontrados demonstraram que varias populacdes
estdo isoladas umas das outras e ja ndo existe mais fluxo génico entre elas. Os resultados de
histéria demografica sugerem que o padrdo de diversificacdo encontrado para a espécie teve
influéncia do Ultimo Maximo Glacial, entretanto existe a possibilidade de ter ocorrido marcos
que coincidam eventos geoldgicos e climaticos influenciando a diversificacdo, no mesmo

tempo e espaco, que podem ter sido apagados por assinaturas genéticas mais recentes.

Palavras-chave: Filogeografia, distribuicdo disjunta, fluxo génico, estruturagdo das

populagdes.



ABSTRACT
Simothraulopsis Demoulin (1960) belongs to Leptophlebiidae family and consists of nine
restricted species to Neotropical region. Currently the records of occurrence of Simothraulopsis
diamantinensis Mariano (2010) show a disjunct distribution and can be found in the state of
Espirito Santo, in the Serra do Cip6 - Minas Gerais and in the Chapada Diamantina - Bahia. In
this work we tried to get the standard of genetic variation for S. diamantinensis and relate them
to past events in a phylogeographic context. Were used sequences of two regions of the
mitochondrial gene: COIl and COIl of 57 and 61 individuals, respectively. For this was
conducted analysis of genetic diversity, geographic structure and demographic history. The
results of genetic diversity and geographical structure revealed a strong organization and the
populations of S. diamantinensis were subdivided into: (Vale do Capdo + Serra do Cip0,
Lencois, Mucugé, Santa Teresa, Northern of Espirito Santo and Alegre), furthermore the high
Fst values found show that several populations are isolated from each other and there is no more
gene flow between them. The demographic history of results suggest that the standard of
diversification found for the species had influence of the Last Glacial Maximum, however it is
possible to have occurred milestones that coincide geological and climatic events affecting the

diversification in time and space, which may have been erased by recent genetic signatures.

Keywords: Phylogeography, disjuntic distribuction, gene flow, structure of populations
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1. INTRODUCAO

A Regido Neotropical é conhecida por apresentar uma grande biodiversidade
(Mittermeier, 1998) e por possuir biomas cujas historias biogeograficas sdo bastante complexas
em decorréncia de uma série de eventos climaticos (e.g. Pennington et al., 2004; Carnaval &
Moritz, 2008) e geoldgicos (e.g. Hoorn et al., 2010; Ribas et al., 2007) que contribuiram para o
desenvolvimento dos ambientes e afetaram a diversificagdo tanto positivamente, como
negativamente em diferentes grupos bioldgicos. Contudo, por mais que os cientistas explorem
a diversidade de espécies, existe ainda uma grande lacuna de conhecimento, principalmente
quanto aos corpos d’agua e os individuos aquaticos, ¢ valido assumir que ainda estamos longe
de estimar tamanha diversidade e entender os processos envolvidos na diversificacdo dos
organismos destes ambientes (e.g. Montoya-Burgos, 2003; Derryberry et al., 2011; Justi et al.,
2016).

A histdria evolutiva de cada ser vivo esta diretamente relacionada com a historia do
ambiente em que vivem (Brown & Lomolino, 2006). Essa certeza faz surgir uma pergunta
fundamental: por que os organismos estdo onde estdo? Apesar de parecer uma pergunta simples,
a resposta exige um enfoque multidisciplinar que combine informacdes da taxonomia,
evolucdo, geografia e geologia. Dessa forma, o primeiro passo para entender como a
biodiversidade esta organizada no espaco é descrever e entender os padrbes de distribuicdo
geografica e depois verificar e interpretar quais foram 0s processos que resultaram nesses
padroes.

Estudos filogenéticos e biogeograficos, num contexto evolutivo, vém mostrando que a
diversificacdo de muitos grupos de insetos foi atribuida aos processos de vicariancia (Gauld &
Wahl, 2002; Sanmartin & Ronquist, 2004), como por exemplo em Trichoptera (Johanson,

1998) e em familias de Coleoptera (Farrell, 2001). Por outro lado, eventos de dispersdo sao
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invocados para explicar a diversificacdo de organismos mais vageis, como Lepidoptera (Vane-
Wright & de Jong, 2003; Zakharov et al., 2004).

Por sua vez, devido ao seu ciclo de vida anfibiotico, a ordem Ephemeroptera apresenta
formas de dispersdo distintas em seus diferentes estagios: durante a fase juvenil a disperséo €
restrita a bacia hidrografica onde o individuo vive, deslocando-se através de nado e/ou drift,
enguanto que, na fase adulta, o individuo alado se desloca através do voo, mas com um alcance
limitado devido ao seu curto tempo de vida (Britain & Sartori 2003). Por muito tempo
considerou-se que a capacidade de dispersdo dos efemerdpteros era extremamente limitada
(McCafferty, 1998; Edmunds, 1972), entretanto, estudos recentes como o de Monaghan et al.
(2005), Vuataz et al. (2013) e Rutschmann et al. (2014) indicaram que a vagilidade da ordem
pode ter sido subestimada. No trabalho de Monaghan et al. (2005) foi demonstrado que a
capacidade de dispersdo dos adultos é maior dentre as espécies que passam a fase larval em
agua parada, quando comparados aqueles que vivem em corredeiras, indicando que esses
habitats considerados instaveis possam selecionar caracteristicas ecoldgicas que propiciem a
dispersdo dos insetos. Em outras palavras, 0s autores sugerem que 0S 0rganismos presentes

neste tipo de ambiente sejam mais tolerantes e por isso possuam maior capacidade de dispersao.

1.1 CARACTERIZACAO DO GRUPO DE ESTUDO

A ordem Ephemeroptera estd presente em habitats de agua doce em todos 0s
continentes, exceto na Antartica e estd até 0 momento dividida em 42 familias, 400 géneros e
mais de 3000 espeécies (Barber-James et al., 2008). Dentre os insetos alados (Pterygota), 0s
Ephemeroptera, juntamente com Odonata sdo considerados os mais antigos (Odgen & Whiting,
2005). Estes dois tdxons sdo incapazes de dobrar suas asas sobre o seu abdémen e séo, portanto,

classificados como Palaeoptera, e os demais insetos alados como Neoptera. A monofilia dos
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Pterygota € bem estabelecida por dados moleculares e morfologicos (Trautwein et al., 2012),
mas as relacdes mais basais continuam com diversas incognitas para ser estabelecidas.

A evolucdo dos Ephemeroptera € uma longa historia. Os primeiros fosseis foram
registrados em diferentes partes do mundo a partir de sedimentos que datam do Carbonifero
(Kukalova-Peck, 1985; Knecht et al., 2011) ou do inicio do Permiano, cerca de 280 m.a.a.,
(Sartori & Brittain, 2015). Outros fosseis que integram as atuais familias da ordem, como
Leptophlebiidae e Baetidae, foram registrados do Cretaceo inferior (McCafferty, 1997). No
Brasil ha registros fésseis do sitio de Santana, datado também do Cretaceo (McCafferty, 1990).
No entanto, sdo mais escassos 0s dados de fésseis que englobem os atuais géneros ou espécies
da ordem, principalmente para a Regido Neotropical.

A familia Leptophlebiidae é uma das familias mais diversificadas de Ephemeroptera,
com aproximadamente 131 géneros e 640 espécies descritas para 0 mundo (Baber-James et al.,
2008), possui distribuicdo global, porém apresenta um alto grau de endemismo na América do
Sul (Dominguez et al., 2006). Leptophlebiidae foi previamente dividida em trés subfamilias:
Leptophlebiinae Banks, 1900; Atalophlebiinae Peters, 1980 e Habrophlebiinae Kluge, 1994. A
subfamilia Atalophlebiinae tem origem Gondwanica e apresenta grande diversidade e
abundancia em riachos do Hemisfério Sul, enquanto as subfamilias Leptophlebiinae e
Habrophlebiinae sdao predominantes em cursos d’agua do Hemisfério Norte (Savage, 1987;
Sartori & Savage, 2005).

Posteriormente Kluge (2009), estabeleceu 3 subfamilias adicionais: Terpidinae,
Castanophlebiinae e Calliarcyinae, baseado em caracteres morfoldgicos. Terpidinae e
Castanophlebiinae consistem em 15 espécies que anteriormente eram conferidas a
Atalophlebiinae. Calliarcyinae, por sua vez, compreende apenas o género Calliarcys, que era
anteriormente atribuido a Leptophlebiinae. Recentemente, Godunko et al. (2015), em seu

estudo filogenético baseado em caracteres morfoldgicos, confirmaram Leptophlebiinae como
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grupo irméo de todos os grupos de Leptophlebiidae. Calliarcys foi revelado como grupo irméo
de Habrophlebiinae e do complexo proposto por Kluge (Terpidinae, Castanophlebiinae e
Calliarcyinae), justificando assim a sua classificacdo como subfamilia Calliarcyinae.

Savage (1987) em seu estudo de classificacdo biogeografica dos Leptophlebiidae da
Regido Neotropical prop6s uma organizacéo para alguns géneros baseando-se nos padrdes de
distribuicdo geografica das espécies para estabelecer linhagens adaptadas a diferentes zonas de
temperatura: géneros adaptados ao clima mais frio do escudo patagbnico ou adaptados a climas
mais quentes relacionados ao escudo Guiana-Brasil.

Dentre as linhagens propostas por Savage (1987), a linhagem Farrodes incluiu os
géneros Homothraulus Demoulin (1955), Simothraulopsis Demoulin (1966) e Farrodes Peters
(1971). Dominguez et al. (1997) redefiniram o nome da linhagem para complexo
Homothraulus, mantendo os trés géneros propostos inicialmente e apresentando caracteristicas
diagnosticas para o complexo, como por exemplo projecdes posterolaterais presentes apenas
nos segmentos abdominais V111 e IX e garras tarsais com um denticulo apical maior nas ninfas
e caracteristicas referentes a venacao alar e genitalia nos adultos.

Mais tarde, Dominguez (2009), realizou a primeira tentativa de relacionamento
filogenético para os Atalophlebiinae da América do Sul, buscando representar todas as
“linhagens” definidas por Savage (1987) e os resultados mostraram que o complexo
Homothraulus composto unicamente por Farrodes, Homothraulus e Simothraulopsis, era
parafilético.

O género Simothraulopsis é composto por cinco espécies: S. demerara Traver (1947), S.
sabalo Kluge (2007), S. plesius Kluge (2007), S. janae Mariano (2010) e S. diamantinensis
Mariano (2010), todas com distribuigdo para a Regido Neotropical. Em uma revisdo baseada
em dados morfoldgicos, Nascimento (2014) sugeriu quatro novas espécies para 0 género, que

foram definidas como: Simothraulopsis sp. nov.1, Simothraulopsis sp. nov.2, Simothraulopsis
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sp. nov.3 e Simothraulopsis sp. nov.4., avaliou o monofiletismo do grupo, forneceu a primeira
hipdtese das relagdes filogenéticas interespecificas (Figura 1) e acrescentou novos registros que

ampliaram as areas de distribuicao das espécies para mais regides do Brasil.

Massartella brieni

Hermanella nigra
Traverella insolita

W N 2 ) )
—Q—O—f— Farrodes carioca

Perissophlebiodes flinti

Poranga nessimiani

3
ro——FHomothraulus missionensis

Simothraulopsis diamantenensis

Simothraulopsis sp. nov. 4

Simothraulopsis janae
Simothraulopsis sp. nov. 3
Simothraulopsis demerara

Simothraulopsis sabalo
Q3

Simothraulopsis sp. nov. 1
Simothraulopsis plesius

Simothraulopsis sp. nov. 2

Figura 1. Cladograma com as hip6teses de parentescos entre os taxons alvos do estudo por Nascimento (2014).

A espécie alvo do presente estudo, Simothraulopsis diamantinensis, foi descrita por
Mariano (2010) baseando-se apenas em imagos machos (Figura 2) coletados no Parque
Nacional Chapada Diamantina — BA e foi separada das demais espécies do género pela
combinacdo dos seguintes caracteres: (1) cavidades do forceps unidas; (2) penes dividido no
3/4 apical; e (3) espinhos do pénis direcionados para a regido mediana do corpo. As ninfas dessa
espécie sdo encontradas em diferentes tipos de corpos d’adgua, desde os mais estreitos até os
rios mais largos, porém é notoria a preferéncia desses individuos por por¢des do rio que contém
pedras soltas em seu leito e de corredeira mais acentuada (Nascimento, 2014).

Atualmente a distribuicdo conhecida de S. diamantinensis esta restrita a sua localidade

tipo, mas de acordo com os dados de Nascimento (2014) e com base em material depositado na
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Colecédo Zooldgica Norte Capixaba (CZNC), a distribuicéo da espécie também inclui pontos de
norte a sul no estado do Espirito Santo e em altitudes que variam de 24 a 718m (dados referentes
ao presente estudo), em mais localidades na Chapada Diamantina - Bahia (Nascimento, 2014)
e por fim, na Serra do Cip6 - Minas Gerais (dados referentes ao presente estudo). Desta forma,

a distribuicdo conhecida para S. diamantinensis é exibida em flancos opostos da Serra do

Espinhaco e possui até entdo, um padréo disjunto.

Figura 2. Imago macho de Simothraulopsis diamantinensis (Leptophlebiidae). Foto: Frederico F. Salles

Apesar das recentes contribuicGes na sisteméatica de Simothraulopsis, 0s aspectos que
tratam da variacdo genética do grupo nunca foram investigados. Além disso, pouco se sabe
sobre mecanismos evolutivos envolvidos na especiacdo do género. Dentro deste contexto, a
falta de um panorama que contemple as hipoteses de diversificagdo do grupo, em especial para
a regido da Mata Atlantica, somado a distribuigcdo disjunta observada em S. diamantinensis, fez

surgir o interesse em estudar os processos envolvidos na histdria evolutiva desta espécie.
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1.2 CONCEITOS DE ESPECIE E ESPECIACAO

Para melhor esclarecimento dos fatos aqui discutidos é necessario determinar com
clareza os conceitos envolvidos na determinacgéo de espécie e justificar qual deles sera adotado
aqui.

De forma geral, hd unanimidade de que espécie ¢ uma unidade fundamental da
biodiversidade, distinguivel de outras com base em seus caracteres fenéticos (Ridley, 2006).
Contudo, existem discussdes teoricas acerca dos critérios utilizados para definir o que é uma
espécie corretamente, uma vez que € extremamente dificil abranger um conceito universal que
englobe tanto os organismos sexuados, quanto assexuados, hibridos viaveis e férteis, viventes
ou extintos, ou que vivem em uma variacao continua ou separados (Wilkins, 2011).

Diante do exposto, varios conceitos de espécie surgiram com o intuito de responder as
multiplas variacdes dos padrbes da natureza. O primeiro conceito abordado aqui é o de
“Espécie Biologica”, proposto por Mayr (1942; 1963). Amplamente citado na literatura, este
conceito define uma espécie como sendo uma populacdo de organismos que apresenta
isolamento reprodutivo em relacéo a outras. Desta maneira, Mayr conceitua espécie como uma
propriedade das populac¢des, ndo dos individuos. Porém, alguns dos problemas deste conceito
sdo refletidos em sua aplicacdo para os fésseis e também para organismos assexuados (ja que
ndo ha cruzamento, o conceito de isolamento reprodutivo torna-se inaplicavel) (Brown &
Lomolino, 2006).

Os fatores ndo considerados no conceito bioldgico de espécie de Mayr (1942; 1963)
foram abordados por Simpson (1951) e Wiley (1981), quando propuseram o0 “Conceito
Evolutivo de Espécie”. Tal conceito define espécie como uma Unica linhagem evolutiva
independente, ou seja, evolui independentemente de outras e tem destinos evolutivos unificados
e tendéncias préprias. Este conceito elimina o defeito do conceito biolégico quando considera

apenas o isolamento reprodutivo real para o reconhecimento de espécies, porém seu principal
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problema se da pelo fato de ndo ser possivel observar os destinos evolutivos e tendéncia das
especies (Brown & Lomolino, 2006).

O ultimo conceito aqui abordado, e adotado ao longo dessa dissertacéo, é o “Conceito
Filogenético de Espécie” (Cracraft, 1983), o qual reconhece uma espécie como 0 menor
agrupamento de organismos diagnosticavel no qual todos os individuos compartilham ao menos
uma Unica caracteristica derivada ou apomorfica, a qual ndo esta presente em seus ancestrais
ou parentes. Assim, os individuos das espécies sdo tratados nesse conceito como Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTU’s) e a possibilidade de recuperar a historia evolutiva usando
determinados marcadores nos individuos amostrados faz com que ndo haja necessidade de
elaborar premissas sobre a histdria das populacdes, que passam, portanto, a ser definidas a
posteriori, depois da reconstrucdo filogenética (Martins & Dominguez, 2011). Dessa forma,
esse conceito oferece ao presente trabalho uma seguranca para determinar os limites
interespecificos consistentes com a historia evolutiva das populacdes analisadas.

O surgimento de novas espécies, €, na maioria das vezes, explicado pelo modelo de
especiacdo alopatrica (também chamada de especiacao geografica), no qual a diferenciacéo se
da por uma barreira geogréafica que separa a espécie ancestral em duas ou mais populacdes, a
tal ponto que o fluxo génico entre elas ndo aconteca mais. Essas populacGes ficam isoladas por
tempo suficiente, sob pressdes seletivas diferentes que véo alterar a frequéncia génica desses
individuos, ao ponto de que ndo havera mais fluxo génico caso elas voltem a se reunir (Mayr,
1942, 1963). N&o obstante, existem outros modelos de diversificacdo que ndo envolvem as
barreiras geograficas para reduzir o fluxo génico, como a especiacdo simpatrica e parapatrica
(Schluter, 2001). Sabe-se que entender 0s processos evolutivos e como eles desencadeiam a
diversidade, ainda € um topico intrinseco em pesquisas dentro do campo bioldgico, e processos
como isolamento geogréafico, reducdo do fluxo genético e adaptacdo local direcionam o0s

modelos de especiagéo.
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Para Endler (1977), a especiacdo parapatrica comeca com a evolucdo de uma clina
escalonada, ou seja, as populaces com distribui¢do continua possuem ao longo dela gradientes
ecologicos ou clinas, e a selecdo natural/deriva atuaria ou mantendo a clina estavel ou de forma
direcional sobre as populacdes. Esta hipdtese converge com o conceito de isolamento por
distancia que diz que pode haver diversificagdo entre os extremos da distribuicdo de uma
espécie caso a distancia seja suficientemente grande para que as condi¢cdes ambientais sejam
distintas e, consequentemente, levem a divergéncia entre as populacdes (Wright, 1943). Por
fim, na especiacdo simpatrica, a espécie se separa da ancestral sem que haja qualquer divisao
na distribuicdo geogréafica, ou seja, para esta teoria a existéncia de um polimorfismo surge
independentemente de um espaco intrapopulacional, e mais tarde se fixa na populacédo (Bush

etal., 1977).

1.3 O CONTEXTO FILOGEOGRAFICO

Cunhado por Avise et al. (1987), a filogeografia € um campo de estudo integrativo da
ciéncia que usa a informacdo genética para compreender a distribuicdo geografica ao longo da
historia genealdgica das populagdes de uma espécie (Avise et al., 2000). Como o proprio nome
indica, essa abordagem busca ndo somente obter as relacGes filogenéticas entre os taxons
estudados, mas também se preocupa com 0s componentes historicos responsaveis pela
distribuicdo espacial das linhagens, tais como selecdo natural, deriva genética, demografia, taxa
de migracgéo entre outros.

Inicialmente, o marcador molecular escolhido para os estudos filogeograficos de
animais foi o DNA mitocondrial, por possuir as seguintes caracteristicas que o torna mais
adequado para o estudo: é haploide, herdado maternalmente, ndo apresenta recombinacao
significante, evolui rapidamente, além de ser de facilmente extraido e amplificado (Avise et al.,

1987). Neste mesmo estudo, Avise et al. (1987) postularam trés premissas cruciais para 0s
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estudos filogeograficos: (1) a maior parte das espécies é composta de populacGes
geograficamente estruturadas cujos membros ocupam ramos distintos em uma genealogia; (2)
espeécies que possuem pouca ou nenhuma estrutura filogeografica possuem habitos que incluem
dispersdo de individuos ou grupos e ocupam areas onde nao existem barreiras fisicas conspicuas
que impecam o fluxo génico; e (3) grupos intraespecificos monofiléticos separados por grandes
distancias genéticas surgem de barreiras que impedem o fluxo génico.

Desde os primeiros estudos filogeograficos até hoje, o avanco das técnicas de
bioinforméatica e estatisticas permitiram o emprego de abordagens explicitamente
computacionais em filogeografia, de forma que ao longo da historia importantes passos foram
dados nessa disciplina. A Teoria da Coalescéncia (Kingman, 1982), por exemplo, engloba um
conjunto de tratamentos matematicos formais para as relacdes de ancestralidade e descendéncia
a partir de uma amostragem e vem sendo considerada o0 maior avanco em genética de
populacgdes dos ultimos 20 anos (Nordborg, 2001). Junto a coalescéncia vieram os enfoques da
“Teoria Neutra” postulada por Kimura (1968), segundo a qual a maior parte da variacéo alélica
e substituicbes do DNA sdo neutras, de forma que a maior parte da variabilidade observada
dentro de uma espécie é fixada nas populagdes por deriva genética e ndo por selecéo.

Existe uma tendéncia de que a distribuicdo geografica das espécies varie de uma forma
regular ao longo de gradientes geogréaficos de latitude, altitude e habitat em resposta a adaptacédo
e a selecdo ou a fixacdo dos alelos por deriva. Todavia, alguns estudos filogeogréficos
envolvendo diversos organismos da Mata Atlantica, como por exemplo em abelhas (Batalha-
Filhoetal., 2010), anfibios (Carnaval et al., 2009) e répteis (Pellegrino et al., 2005) demonstram
gue nem sempre essa tendéncia € seguida pelas espécies e demonstram a existéncia de
descontinuidades filogeograficas entre as populagdes, ou seja, uma quebra no padrdo genético

ou no padrdo de distribuicdo espacial das linhagens intraespecificas.
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A principal hipotese utilizada para explicar essas descontinuidades filogeograficas foi a
teoria dos refdgios, proposta por Hafer (1969), Simpson & Hafer (1978) e Vanzolini &
Williams (1970) para a Amazonia. Posteriormente Prance (1982) sugeriu que ela fosse aplicada
também para a Mata Atlantica. Essa teoria basicamente € explicada por meio das mudancas
climaticas, especialmente as glaciacfes do Quaternario, que alteraram a distribuicdo de biomas
florestais e de vegetacdo aberta, formando blocos isolados, ou reflgios, que podiam voltar a
expandir em periodos mais quentes e Uumidos. Entretanto, Leite et al. (2016) mostraram
resultados que mostram uma hipotese alternativa a teoria dos reflgios, abordando que a
plataforma continental brasileira (area que atualmente se encontra submersa ao longo da costa)
pode ter abrigado uma extensa area de Mata Atlantica ha cerca de 21 mil anos (no Ultimo
Maéaximo Glacial), a qual permitiu que espécies caracteristicamente de floresta ocupassem estas
areas e expandissem suas populacgdes, ao invés de reduzi-las e isola-las. Segundo estes autores
ndo se deve descartar a ideia da Teoria dos Reflgios para explicar a origem da diversidade que

se vé hoje, porém acredita-se que a historia deve ter sido mais complexa do que isso.

1.4. OBJETIVOS

Considerando que S. diamantinensis apresenta uma ampla ocorréncia, com uma forte
evidéncia que existem gaps ao longo da sua distribuicdo atual o presente trabalho buscou (i)
obter os padrdes da variacdo genética para este grupo e (ii) relaciona-los aos eventos passados
em um contexto filogeografico. Caso sejam detectados sinais de estruturacdo genética entre as
localidades isoladas por distancia, deve-se hipotetizar que a divergéncia entre as popula¢tes
tenha ocorrido essencialmente por isolamento influenciado pela distancia. A premissa para esta
hipotese € que quanto maior a distancia geogréafica, maiores serdo as diferengas acumuladas
observadas. Caso este ndo seja 0 quadro da diversidade genética em questdo, espera-se

encontrar as assinaturas genéticas que evoquem outras hipoteses, como dos reflgios. No caso
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dos reflgios, de acordo com Lessa et al. (2003) e Emerson et al. (2001) espera-se encontrar as
seguintes assinaturas genéticas deixadas nas populacdes: (1) falta de estruturacdo geografica;
(2) excesso de haplétipos unicos (alelos raros); e (3) sinais de expansdo demogréafica datadas
do Pleistoceno. Os eventos vicariantes sao 0s responsaveis pela divergéncia genética, entdo
espera-se encontrar uma quebra na distribuicdo com uma estruturacdo geogréafica forte. Mesmo
que as populacdes entrem em contato novamente, em virtude da uma expansao, nao havera
associacdo entre o aumento da divergéncia molecular com o aumento da distancia geografica
guando olhamos para a atual distribuicdo da espécie, mas fara sentido e ird coincidir com

eventos geoldgicos passados que possivelmente separaram as populacgdes.
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2. MATERIAL E METODOS

Uma das primeiras etapas de uma analise filogeogréfica é delimitar grupos que reflitam
na relacdo entre a distribuicdo dos alelos e a ancestralidade dos individuos, o que em geral €
definido a priori conforme as caracteristicas biogeogréaficas que se adequem a pergunta em
questdo. Para descrever a variacdo geografica, e especificamente detectar a estruturacao
geogréfica ao longo da distribuicdo de S. diamantinensis, e também identificar quais fatores
paleoldgicos influenciaram a distribuicdo observada foi explorado, inicialmente, a distribuicéo
dos haplétipos sem a adogdo de uma estrutura de diferenciacdo pré-definida, onde toda a
amostra foi tratada como pertencentes a uma Unica populagdo. Em um segundo momento foram
obtidas arvores filogenéticas e, a partir dos clados formados, pode-se identificar as relacGes
entre os individuos e assim os grupos foram definidos sem a necessidade de um critério a priori.
De forma a descrever a variagdo molecular em torno da distribuicdo geogréafica utilizou-se das
localidades registradas para os individuos para formar os grupos, ou populacGes, e assim
prosseguir com as analises de comparacdes par-a-par. Para isso, foram entdo testados quatro
cenarios:(A) em que a espécie esta subdividida em trés grupos (ES x BA x MG); (B) a espécie
também esta subdividida em trés grupos (ES x Serra do Cip6-MG + Vale do Capdo-BA x
Mucugé-BA + Lencois); (C) em que a espécie esta subdividida em seis grupos (Norte do ES x
Santa Teresa x Alegre x Serra do Cip6-MG + Vale do Capédo-BA x Mucugé-BA x Lencgois),
(D) em que a espécie esta subdividida em cinco grupos (Norte do Espirito Santo + Alegre x

Santa Teresa x Serra do Cip06 + Vale do Capdo x Mucugé xLencois).

2.1 AMOSTRA E OBTENCAO DOS DADOS MOLECULARES

Foram obtidos 63 individuos de trés espécies do género (Simothraulopsis
diamantinensis, Simothraulopsis sp. nov. 2 e Simothraulopsis sp. nov. 4) para as analises

filogeogréficas, a partir de 12 pontos de coleta amostrados pela equipe do Laboratério de
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Sistematica e Ecologia de Insetos (Labsei - UFES), que abrangem os estados do Espirito Santo
(ES), Minas Gerais (MG) e Bahia (BA). Ainda trés individuos do leste da Chapada Diamantina
foram cedidos pelo Laboratério de Entomologia Aquatica (LEAQ) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA). No apéndice 1 é possivel visualizar os dados referentes as localidades e
procedéncia dos espécimes analisados, numero tombo da Colegdo Zoologica Norte Capixaba,
bem como suas coordenadas geograficas e na Figura 3 estdo exemplificados os pontos

amostrados.
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-15.0

-18.0

-21.0

Figura 3. Pontos amostrados. Os pontos coloridos referem-se a pontos com sucesso de coleta para as espécies
envolvidas nas analises, ja os pontos em preto fazem referéncia as localidades onde a espécie ocorre, porém que
ndo se obteve material. Os circulos verdes representam as seguintes localidades: Afonso Claudio, Alegre e norte
do Espirito Santo. Os triangulos rosas representam Santa Teresa, Serra do Cip6 e Vale do Capéo. Por fim, as

estrelas vermelhas representam Lencois e Mucugeé.
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Todas as amostras foram fixadas e conservados em etanol 96%, acondicionadas em
freezer a -6°C e encontram-se depositadas e tombadas na Cole¢do Zoologica Norte Capixaba
(CZNC), Universidade Federal do Espirito Santo, Sdo Mateus, Brasil.

Para obter o0 DNA gendmico dos individuos seus tecidos foram acessados de duas
formas: atraves das pernas (cerca de trés pernas retiradas de um dos lados) ou a partir do seu
torax; as porcgdes restantes foram retidas como vouchers. Posteriormente, os tecidos foram
submetidos ao protocolo de extracdo de DNA a partir do Kit Wizard® SV Genomic DNA
Purification System Kit (Promega®) e seus produtos foram submetidos a checagem de sua
integridade e qualidade com o espectofotdmetro NanoDrop.

Para amplificacdo da regido Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COI - parcial) foram
utilizados os primers C1-J-1718 e HCO-2198 (Folmer et al., 1994 e Simon et al., 1994), que
amplificaram um fragmento com 400pb. A fim de amplificar o Citocromo ¢ Oxidase
subunidade 11 (COIlI), com 527pb, foram usados os primers TL2-J-3037 e C2-N-3661 (Takyia
et al., 2006). Entdo, para cada 1pL de DNA gendmico extraido, foram adicionados: 17,775 puL
de &gua ultra-pura (ddH20), 1 puL de Promega® DNTp 100mM, Buffer MgCI2 10x; 2,5uL de
Invitrogen® MgCl2 50mM; 0,3 ul de cada primer (5mM); e 0,125 pL de Invitrogen® Platinum
Taq DNA Polymerase, obtendo um volume final de 25uL por tubo. O perfil utilizado para a
amplificacdo dos fragmentos de COI seguiu o0 seguinte protocolo: desnaturacdo 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,
seguidos de uma extensao final da fita a 72°C por 5 minutos. Os fragmentos de COIl foram
amplificados seguindo os seguintes parametros de temperatura: desnaturagéo inicial a 94°C por
3 minutos, 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e extensao
final da fita a 72°C por 7 minutos.

Em ambas, foram utilizados os controles negativos contendo os elementos da mistura

da reacdo, com excegdo do DNA. Posteriormente, as bandas foram checadas quanto ao seu

28



tamanho em gel de agarose a 1,5% e os produtos de PCR foram purificados utilizando EXoSAP-
IT® (diluicdo de 1:4), adicionando-se 1uL da solugéo ja diluida para cada 10 puL de produto de
PCR; no termociclador, a temperatura de 37°C por 30 minutos e 80°C por 15 minutos. Por fim,
as amostras foram sequenciadas na Macrogen® e no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia

Gendmica (CREBIO) da UNESP de Jaboticabal.

2.2 ANALISES DAS SEQUENCIAS DE DNA

Ao todo foram obtidas 57 sequencias de COl e 61 de COIl para trés espécies de
Simothraulopsis (S. diamantinensis, S. sp. nov. 2 e S. sp. nov. 4), as quais foram conferidas,
editadas manualmente e, posteriormente, alinhadas com a ferramenta Clustal W (Chenna et al.,
2003) implementada no software Geneious R7.

No software DAMBE (Xia et al., 2003; Xia & Lemey, 2009) foi testada a possibilidade
de saturagdo na terceira posicdo dos cddons, assim como em todas as posi¢Oes, a proporcao
entre transversdes (Iss.C) e transicdes (Iss), sendo que, para que nao haja evidéncias de
saturacao nas sequéncias o Iss deve apresentar valores menores que Iss.C.

As relacdes entre os haplotipos foram inferidas utilizando-se redes de haplétipos pelo
método median-joining (Bandelt et al., 1999), implementado no programa PopArt

(www.popart.otago.ac.nz), baseando-se no algoritmo. As analises de distancia par-a-par foram

implementadas no programa MEGA versdo 6.06 (Tamura et al., 2013), usando a opcao ‘calcular
distancia’ com o modelo de Kimura 2-pardmetros.

O FST é um método utilizado para estimar a diferenciagdo populacional a partir da
variancia das frequéncias alélicas (Holsinger & Wier, 2009). Deste modo, se duas populacdes
tém frequéncias alélicas idénticas, elas ndo serdo geneticamente diferenciadas e, portanto, o
FST sera igual a 0. Por outro lado, se possuirem frequéncias alélicas completamente diferentes,

o valor de FST sera préximo a 1. Valores maiores do que 0,7 indicam auséncia de fluxo génico.
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Para obter os indices de fixacdo FST par a par foi utilizado o programa Arlequin 3.01 (Excoffier
et al., 2005).

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) testa a heterogeneidade genética
particionando a variancia molecular em variancia interpopulacional e variancia
intrapopulacional, de acordo com estruturas populacionais definidas a priori (Excoffier et al.,
1992; Excoffier et al., 2005). Essa analise foi implementada no programa Arlequin 3.01,

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima 1989) e FS de Fu (Fu 1997) foram utilizados
para verificar a existéncia de desvio a hipotese nula de neutralidade nas sequéncias (Excoffier
et al., 2005). Estes testes permitem verificar a ocorréncia de selecdo em regides do genoma,
encontrar um desvio significativo nos resultados pode-se sugerir que as populagdes estejam em
expansdo ou reducdo populacional recente (Fu & Li, 1993; Tajima, 1996; Rand & Kann, 1998).

Para responder as questdes relacionadas ao tempo de divergéncia e a estrutura
populacional da espécie foi empregado o método de inferéncia coalescente usando o programa
BEAST v1.4.8 (Drummond & Rambaut, 2007) com as sequéncias concatenadas. Foram
realizadas trés simulacdes de cadeia de Markov independentes com o0s seguintes parametros:
Yule prior, arvore inicial randémica, modelo HKY + G (dado pelo AIC implementado no
MEGA), distribuicdo gamma e relégio stricto. Devido a auséncia de registros fosseis para a
calibracdo do nd foi aplicada uma taxa evolutiva de 1.5% como reportada por Pereira da
Conceicoa et al. (2012) e Papadopoulou et al. (2010), para mtDNA de insetos.

Possiveis eventos de expansdo demografica foram inferidos pelo método de inferéncia
coalescente Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) (Heled & Drummond, 2008) que também
foi implementado no BEAST v1.4.8. Foram realizadas duas corridas independentes do EBSP
(150 a 250 milhdes de geracdes de MCMC) para cada filogrupo mitocondrial com os seguintes
parametros: uma arvore inicial de UPGMA, modelo linear, parametros amostrados a cada

10000 geraces, e um burn-in de 10% a 30%. Utilizou-se o strict clock e 0 modelo evolutivo
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foi estimado no MEGA com o critério de informacao Akaike (AIC). Como calibracao para a
analise, utilizou-se uma taxa de mutacdo conhecida para 0 DNA mitocondrial em invertebrados

de 1,5% por sitio por linhagem por milh&o de anos, sob um prior de distribuicdo normal.

2.3 MODELAGEM

2.3.1 Dados

Para verificar a propensdo de um habitat conhecido a ser ocupado pela espécie, estimar
provaveis areas geograficas de ocorréncia que, até entdo, ndo sdo conhecidas como sendo
ocupadas pela espécie, bem como estimar as alteracGes na adequacdo do habitat ao longo do
tempo, foram utilizadas as analises de modelagem.

A érea de estudo esta localizada no leste do Brasil entre 36°- 49°W e 9°- 25°S. A média
de projecdo dos modelos de distribuicao da espécie consistiu em um buffer de 300 km em torno
de todos os registros de ocorréncia (e.g. Anderson, 2013; Brown, 2014). Os registros de
ocorréncia foram obtidos por meio de coletas realizadas pela equipe do Laboratério de
Sistematica e Ecologia de Insetos e também a partir dos registros presentes no trabalho de
Nascimento (2014) e as coordenadas foram determinadas por GPS. Um total de 24 registros
foram compilados para S. diamantinensis.

Os dados atuais e passados do clima foram compilados a partir do banco de dados
disponivel em WorldClim v1.4 (http://worldclim.org/) (Hijmans et al., 2005). Ao todo foram
selecionadas 19 variaveis do BIOCLIM, antes do processo de modelagem foram eliminadas as
variaveis espacialmente correlacionadas (de todas as 19 variaveis do clima), usando a fungéo
“corr” em R (pacote estatistico), apos a analise do coeficiente de correlacdo de Pearson foram

retidas sete variaveis climaticas, consideradas menos correlacionadas (Pearson de <0,7).
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As variaveis utilizadas foram: duracdo média do dia, isotermalidade (duracdo média do
dia anual/temperatura), sazonalidade de temperatura, temperatura do trimestre mais quente,
precipitacdo anual, precipitacdo do trimestre mais quente e precipitacdo de trimestre mais frio.

As variaveis selecionadas foram obtidas para o cenario atual (interpolagcdes dos dados
observados entre o0 periodo de 1950-2000), e cenarios passados. Para o cenario passado foram
considerados trés periodos: Holoceno médio (cerca de 6.000 anos atras), Ultimo Maximo
Glacial (cerca de 22.000 anos atras) e Ultimo interglacial (cerca de 120.000 - 140.000 anos
atras). Para o Holoceno médio foram considerados cinco modelos climéticos globais (GCMs:
CCSM4, HadGEM2-ES, IPSL-CM5A-LR, MIROC-ESM, MPI-ESM-P), trés modelos para o
Ultimo Méximo Glacial (GCMs: CCSM4, MIROC-ESM, MPI -ESM-P) e um modelo para o

Ultimo interglacial.

2.3.2 Distribuicao dos modelos

Os modelos de distribuicdo das espécies (SDMS) foram criados modelando suas
exigéncias ambientais, para isso foi utilizada a estrutura Biomod2 (Thuiller et al., 2009) para o
ambiente de programacdo R (RStudio Team, 2015). O Biomod2 é um método SDMS que
hospeda dez técnicas de modelagem amplamente utilizadas e que hoje, por sua precisdo em
modelar as espécies com distribuicdo localizada (Ledig et al., 2010; Ledig et al., 2012), estéo
na vanguarda da modelagem de distribuicdo de espécies (Araujo et al., 2005; Marmion et al.,
2008; Roberts & Hamann 2012; Li & Wang 2013).

Para criar os modelos com o Biomod2 sdo necessarios pontos de pseudo-auséncias
(PAs). Estes pontos séo feitos para serem comparados com os dados de presenca e ajudam a
diferenciar as condi¢fes ambientais sob as quais uma espécie pode potencialmente ocorrer, se
ocorrer a selecdo ao longo de uma grande medida, 0 modelo tende a ser overfit porque o critério

de selecdo favorecera um modelo que ndo consegue prever os habitats climaticamente
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adequados para 0s quais a espécies ndo colonizou (Anderson & Raza 2010; Barbet-Massin et
al., 2012). Assim, um estudo de maior extensdo espacial pode levar a selecdo de uma proporc¢édo
mais elevada de pontos que tenham um fundo menos informativo (Barbet-Massin et al., 2012).
De acordo com Merow et al. (2013), os PAs devem ser selecionados de acordo com o objetivo
do estudo. Se o objetivo é descobrir areas adequadas, os habitats desocupados poderiam ser
informativos e incluidos como pontos de auséncia. Neste caso, pretende-se determinar a
extensdo da ocorréncia de S. diamantinensis em todo o Brasil oriental. Assim, um método
comum constitui em criar pontos PAs de amostragem dentro de uma distancia de um raio
méaximo de ocorréncias conhecidas (Thuiller et al., 2009). No entanto, a selecdo do parametro
de distancia maxima pode ser dificil escolher. Para determinar a distdncia maxima foi usada a
equacdo proposta por Brown & Yoder (2015) que transforma as areas minimas do poligono
convexo, a partir de todos os pontos de ocorréncia, de modo que estes reflitam uma curva
logistica dos valores maximos de distancia, variando entre 30 a 300 km. Assim, foram gerados
aleatoriamente os pontos PAs em uma area de tamponamento com uma distancia maxima de
raio de 300 km, em torno de todos os registros da ocorréncia da espécie.

A calibracdo do modelo foi realizada sobre uma amostra aleatéria de dados (70%), e a
avaliacdo do modelo foi efetuada com os restantes 30% (5 repeticdes) com o true skill statistic
(TSS) (Allouche et al., 2006), a area sob a curva (AUC) do receiver operating characteristic
(ROC) (Fielding & Bell, 1997) e Cohen’s kappa statistic (Cohen, 1960). A variagdo do TSS
esta entre -1 a +1, onde +1 indica a concordancia perfeita (Allouche et al., 2006). Em relacdo a
AUC, os valores maiores que 0,8 indicam uma alta precisdo modelo (Pearce & Ferrier 2000) e
os valores de Kappa variam de -1 a +1, onde valores proximos de 1 indicam uma alta

performance (Cohen, 1960).
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Em seguida, foram selecionados os métodos que produziram um conjunto de modelos
com o melhor desempenho em média, com base na pontuacdo AUC / ROC e de TSS. Para obter
mais informacdes sobre a execucdo de cada algoritmo ver Thuiller et al. (2009).

Para obter os métodos SDMS com melhor desempenho foram selecionados os modelos
com TSS com pontuacdes superiores a 0,85. Esses modelos foram projetados sobre a area de
estudo, produzindo projec¢des continuas que foram constrangidas para permanecerem dentro do
intervalo dos valores atribuidos a priori (Elith et al., 2011), pela selecdo da funcao clamp no
Biomod2. Cada projecdo do modelo com TSS > 0,85 foi transformada em presenca / auséncia
(este limiar de corte foi definido com a finalidade de maximizar a sensibilidade e especificidade

do modelo).

2.3.3 Andlises

A distribuicdo potencial atual foi obtida pela soma dos mapas digitais com TSS > 0,85.
Para cada um dos periodos passados um Unico mapa de consenso foi obtido pela soma de 80
mapas binarios (16 modelos x 5 GCMs) para 0 Holoceno médio, 48 mapas binarios (16 modelos
x 3 GCMs) para o Ultimo Maximo Glacial e 16 mapas binarios (16 modelos x 1 GCMs) para 0
Ultimo inter-glacial. A espécie foi considerada presente apenas nas células com valores de

frequéncia de 50% ou mais nas projecoes.
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3. RESULTADOS
3.1 DIVERSIDADE GENETICA

3.1.1 Teste de saturacdo, Descritores da Variabilidade Genética e Composicéo das

Sequéncias

As sequéncias utilizadas para o presente estudo possuem valores de Iss menores que 0s

de Iss.c de acordo com o teste de Xia et al. (2003), o que indica baixa saturacéo e a possibilidade

de utilizagdo delas para estudos em filogenia e filogeografia (Figura 4 e 5).
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Figura 4. Teste de saturacdo para COIl. As linhas s6lidas mostram as frequéncias de transicdes (s, em azul) e

transversdes (v, em verde), em relagdo a distancia genética (eixo x).
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Figura 5. Teste de saturacdo para COIl. As linhas mostram as frequéncias de transi¢Bes (s, em azul) e

transversdes (v, em verde) em relacdo a distancia genética (eixo Xx).

3.1.2 Descritores de Variabilidade Genética

Em relacdo ao marcador COI, das 49 sequéncias que abrangeram apenas a espécie S.
diamantinensis, 368 sitios informativos foram obtidos, dos quais 41 sdo sitios polimdrficos,
acumulando 44 mutacdes e permitindo definir 21 hapl6tipos. A diversidade nucleotidica
encontrada foi de 0,02506 e a diversidade haplotipica de 0,932. As frequéncias de bases
nucleotidicas foram: C = 17,95%; T = 26,34%; A = 36,78%; G = 18,93%.

Das 53 sequencias para COIl de S. diamantinensis, 399 sitios informativos foram
obtidos, dos quais 42 sdo sitios polimorficos, acumulando 45 mutacdes e permitindo definir 25
haplotipos. A diversidade nucleotidica encontrada foi de 0,02299 e a diversidade haplotipica de
0,935. As frequéncias de bases nucleotidicas foram: C = 17,21%; T = 37,33%; A = 30,70%; G

= 14,76%.
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3.1.2 Distancia par-a-par (p-distance)

Para o marcador COIl, a média da distancia par-a-par (Tabela 1) do grupo S.
diamantinesnis foi de 0,029%. Grande parte dos valores de distancia par-a-par intraespecificos
mantiveram-se abaixo de 0,030 para a maioria das duplas de sequéncias comparadas, com
excecao dos individuos de Mucugé, Lencdis, Vale do Capéao (BA) e Serra do Cipd (MG) que
apresentaram medias dos valores de distancia entre 0,030 e 0,045 quando comparados com
individuos provenientes do Espirito Santo ou, quando comparados entre Mucugé e Lencdis vs.
Vale do Capao e Serra do Cipd.

As distancias par-a-par para COIl (Tabela 2) mostraram no geral valores mais baixos
que os apresentados para COl, contudo mantiveram o mesmo padrdo, a média encontrada foi
de 0,026%, os individuos de Mucugé, Lencdis, Vale do Capao (BA) e Serra do Cipd (MG)
apresentaram meédias dos valores de distancia entre 0,030 e 0,038 quando comparados com
individuos das populacdes do Espirito Santo e também quando comparados entre Mucugé e
Lencois vs. Vale do Capéo e Serra do Cipo.

Entre as espécies os valores de distancia genética foram maiores do que os valores
observados dentro da espécie, mais de 12% de divergéncia. A espécie identificada a priori como
Simothraulopsis sp. nov. 4 quando comparada a S. diamantinensis mostrou valores de distancias

muito parecido aos obtidos para a variacdo intraespecifica observada em S. diamantinensis.
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Tabela 1. Distancia par-a-par de COI entre as médias das distancias genéticas dos individuos entre as populagdes de Simothraulopsis diamantinensis, entre as espécies

Simothraulopsis sp. nov 4 e Simothraulopsis sp. nov. 2.

Cipé Vale do Capéo-BA Norte-ES Alegre-ES Santa Teresa-ES Lengois-BA Mucugé-BA S.sp. nov. 4
Serra do Cip6-MG -
Vale do Capdo-BA 0,012 -
Norte-ES 0,031 0,036 -
Alegre-ES 0,035 0,041 0,008 -
Santa Teresa-ES 0,029 0,034 0,019 0,019 -
Lencois-BA 0,045 0,041 0,032 0,030 0,022 -
Mucugé-BA 0,033 0,038 0,026 0,023 0,020 0,021 -
S.sp. nov. 4 0034 0,039 0,018 0,018 0,018 0,034 0,028 -
S. sp. nov. 2 0,140 0,134 0,137 0,135 0,136 0,130 0,124 0,136
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Tabela 2. Distancia par-a-par de COIll entre as médias das distancias genéticas dos individuos entre as populacdes de Simothraulopsis diamantinensis, entre as espécies

Simothraulopsis sp. nov 4 e Simothraulopsis sp. nov. 2.

Cipé Vale do Capéo-BA Norte-ES Alegre-ES Santa Teresa-ES Lengois-BA Mucugé-BA S. sp. nov. 4

Serra do Cip6-MG

Vale do Capéo-BA 0,008

Norte-ES 0,031 0,031

Alegre 0,031 0,031 0,013

Santa Teresa-ES 0,023 0,024 0,024 0,025

Lencois-BA 0,038 0,031 0,033 0,034 0,033

Mucugé-BA 0,027 0,032 0,023 0,023 0,025 0,026

S.sp.nov.4 0,031 0,032 0,017 0,018 0,024 0,034 0,023

S. sp. nov. 2 0,126 0,126 0,120 0,126 0,118 0,119 0,128 0,120
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3.2 ESTRUTURACAO GEOGRAFICA

3.2.1 Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

As anélises de Variancia Molecular, a partir das sequéncias do gene mitocondrial COI mostrou
que o cenario C, que considera seis grupos em S. diamantinensis, apresentou a maior variacdo
genética entre 0s grupos (43,45%) e menor entre as populag¢des dentro dos grupos (12,07%) (Tabela
5). Para as hipdteses de agrupamento dos cenérios A e B os valores encontrados entre os grupos foram
iguais (20,23%) e apresentaram divergéncia intrapopulacional com 36,68% (Tabela 3 e 4) e para o
cenario D, os valores entre os grupos foi igual a 29,39% e apresentou divergéncia populacional de

27,03% (Tabela 6), sendo assim descartados.

Tabela 3. Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) para COI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario A: Regides.

Os grupos de populagdes foram: Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Variacao Liberdade Quadrados Variancia de Variagéo
Entre os Grupos 2 248.019 4.22311 Va 20.23
Entre as
populacGes
dentro das 4 243.801 7.65609 Vb 36.68
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 43.09
TOTAL 49 878.540 20.87270
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Tabela 4. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para COI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario B: Regides.

Os grupos de populac6es foram: Espirito Santo, Vale do Capao + Serra do Cip6 e Mucugé + Lencois

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Variagdo Liberdade Quadrados Variancia de Variagdo
Entre os Grupos 2 248.019 422311 Va 20.23
Entre as
populacGes
dentro dos 4 243.801 7.65609 Vb 36.68
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 43.09
TOTAL 49 878.540 20.87270

Tabela 5. Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) para COI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario C: Regides.

Os grupos de populagdes foram: Norte do Espirito Santo, Santa Teresa, Alegre, Serra do Cip6 + Vale do Capdo, Mucugé

e Lencdis

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem

Variagdo Liberdade Quadrados Variancia de Variacdo
Entre os Grupos 5 465.196 8.78445 Va 43.45
Entre as
populacGes

1 26.624 244114 Vb 12.07

dentro dos
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 44.48
TOTAL 49 878.540 20.21909
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Tabela 6. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para COI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario D: RegiGes.

Os grupos de populagoes foram: Norte do Espirito Santo + Alegre, Santa Teresa, Serra do Cip6 + Vale do Capédo, Mucugé

e Lencois

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem

Variacao Liberdade Quadrados Variancia de Variacédo
Entre os Grupos 4 377.746 6.06523 Va 29.39
Entre as
populacGes

2 114.074 5.57924 Vb 27.03

dentro dos
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 44.48
TOTAL 49 878.540 20.63797

As andlises de Variancia Molecular, a partir das sequéncias do gene mitocondrial COlI
mostraram 0S mesmos cendarios propostos para COIl. O cenario C, que considera seis grupos em S.
diamantinensis, apresentou a maior variacao genética entre os grupos, com 43,45% e menor entre as
populacGes dentro dos grupos com 12,07% (Tabela 9). Para as hip6teses de agrupamento dos cenarios
A e B, os valores encontrados entre os grupos foram de -1.56% e 20,23% e apresentaram divergéncia
intrapopulacional com 55,60% e 36.68%, respectivamente (Tabela 7 e 8) e para o cenario D, 0s
valores entre os grupos foi igual a 29,39% e apresentou divergéncia populacional de 27,03% (Tabela

10), sendo assim descartados.
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Tabela 7. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para COIll de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario A: Regides.

Os grupos de populac6es foram: Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais.

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Variagdo Liberdade Quadrados Variancia de Variagdo
Entre os Grupos 2 172.016 -0.30476 Va -1.56
Entre as
populacGes
dentro dos 4 319.804 10.88264 Vb 55.60
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 45.95
TOTAL 49 878.540 19.57138

Tabela 8. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para COIlI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario B: Regides.

Os grupos de populacdes foram: Espirito Santo, Vale do Capéo + Serra do Cip6 e Mucugé + Lengois.

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Variagdo Liberdade Quadrados Variancia de Variacdo
Entre os Grupos 2 248.019 4.22311 Va 20.23
Entre as
populactes
dentro das 4 243.801 7.65609 Vb 36.68
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 43.09
TOTAL 49 878.540 20.87270
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Tabela 9. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para COlI de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario C: Regides.

Os grupos de populagdes foram: Norte do Espirito Santo, Santa Teresa, Alegre, Serra do Cip6 + Vale do Capao, Mucugé

e Lencdis.

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem

Variacao Liberdade Quadrados Variancia de Variacédo
Entre os Grupos 5 465.196 8.78445 Va 43.45
Entre as
populacGes

1 26.624 2.44114 Vb 12.07

dentro dos
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 44.48
TOTAL 49 878.540 20.21909

Tabela 10. Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) para COIl de Simothraulopsis diamantinensis. Cenario D:
Regides. Os grupos de populagdes foram: Norte do Espirito Santo + Alegre, Santa Teresa, Serra do Cip6 + Vale do Capéo,

Mucugé e Lengois

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Variacao Liberdade Quadrados Variancia de Variagéo
Entre os Grupos 4 377.746 6.06523 Va 29.39
Entre as
populacGes
dentro dos 2 114.074 5.57924 Vb 27.03
grupos
Dentro do grupo 43 386.721 8.99350 Vc 44.48
TOTAL 49 878.540 20.63797

3.2.2 Fluxo génico
Para COl, os valores de Fst (Tabela 11) observados foram menores entre as populacfes do

Espirito Santo, em que os valores foram: 0,28 (Alegre x Norte), 0,51 (Santa Teresa x Norte), 0,62
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(Alegre x Santa Teresa). Entre as populac6es da Serra do Cipo (MG) e Vale do Capédo (BA), o valor
encontrado foi de 0,49, entre Santa Teresa (ES) e Serra do Cip6 (MG) foi de 0,64 e entre Mucugé e
Santa Teresa foi de 0,68. As demais comparacOes apresentaram valores elevados, variando de 0,71
(Norte do ES x Cipd) até 0,91 (Lencois x Cipo e Lencdis x Mucugé).

Em COIl, os valores de Fst (Tabela 12) apresentaram o mesmo padrdo visto para COIl. Os
menores indices foram encontrados entre as populacdes do Espirito Santo, variando entre 0,28 a 0,68

e por fim, os maiores valores variaram de 0,71 a 0,91.
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Tabela 11. Calculo do Fluxo génico para COl entre as populagdes de Simothraulopsis diamantinensis provenientes da Bahia (Vale do Capéo, Lengoéis e Mucugé), Minas Gerais

(Serra do Cip0) e Espirito Santo (Santa Teresa, Alegre e Norte). Valores de Fst iguais ou acima de 0,7 foram destacados em cinza, indicando auséncia de fluxo génico entre as

populacdes relacionadas.

Cipo6 Vale do Capédo-BA Norte-ES Alegre-ES Santa Teresa-ES Lencdéis-BA Mucugé-BA
Serra do Cip6-MG
Vale do Capdo-BA 0,49718
Norte-ES 0,71772 0,76085
Alegre 0,80268 0,82800 0,28377
Santa Teresa-ES 0,64727 0,70994 0,51030 0,62842
Lencdis-BA 0,91463 0,90437 0,85556 0,89192 0,80702
Mucugé-BA 0,82873 0,85019 0,74882 0,78300 0,68576 0,91396
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Tabela 12. Calculo do Fluxo génico para COII entre as populagdes de Simothraulopsis diamantinensis provenientes da Bahia (Vale do Capéo, Lencois e Mucugé), Minas Gerais

(Serra do Cip0) e Espirito Santo (Santa Teresa, Alegre e Norte). Valores de Fst iguais ou acima de 0,7 foram destacados em cinza, indicando auséncia de fluxo génico entre as

populacdes relacionadas.

Cipo6 Vale do Capédo-BA Norte-ES Alegre-ES Santa Teresa-ES Lencdéis-BA Mucugé-BA
Serra do Cip6-MG
Vale do Capdo-BA 0,49718
Norte-ES 0,71772 0,76259
Alegre 0,80268 0,82800 0,28377
Santa Teresa-ES 0,64727 0,70994 0,51030 0,62842
Lencdis-BA 0,91463 0,90437 0,85556 0,89192 0,80702
Mucugé-BA 0,82873 0,85019 0,74648 0,78084 0,91304 0,91304
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3.2.3 Rede de Haplétipos

Para a confec¢do da rede de haplétipos (Figura 6) foi utilizado o alinhamento de dados
concatenados com 44 individuos de S. diamantinensis. Foram encontrados 27 hapl6tipos, dos
quais seis ndo foram exclusivos a um individuo: (1) o haplétipo 4 foi o mais abundante,
compartilhado por oito individuos provenientes do Vale do Capao (BA), (2) seguido do
haplotipo 1, compartilhado por quatro individuos da Serra do Cipé (MG), (3) e o haplétipo 22,
também compartilhado por quatro individuos originarios de Lenc¢ois (BA). Outros haplétipos
foram menos frequentes: (4) haplétipo 26 encontrado em trés individuos procedentes de Santa
Teresa (ES), (5) haplétipo 8 compartilhado por dois individuos de Alegre e, por fim, (6) o
haplotipo 15 resgatou dois individuos procedentes de Sooretama e Nova Venécia (ES). Os

demais haplotipos ocorreram em apenas um individuo cada.
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Figura 6. Rede de hapl6tipos median-joining com dados concatenados dos genes COl e COII de Simothraulopsis
diamantinensis. Cada circulo colorido compreende um haplétipo e o seu tamanho é proporcional a sua frequéncia.

Cada trago na linha que conecta os haplétipos representa um passo mutacional. A codifica¢do dos haplotipos segue

de acordo com o Apéndice 2.
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3.3 HISTORIA DEMOGRAFICA

3.3.1 Testes de neutralidade

Os testes de D de Tajima e Fs de Fu, visaram testar a aderéncia dos dados observados a
teoria neutra da evolugdo molecular. Em relacdo aos calculos obtidos a partir da matriz de
sequéncias de COI (Tabela 13), as populagdes de Santa Teresa (ES), Alegre (ES) e Vale do
Capéo (MG) apresentaram valores negativos e significativos (p < 0,05) para os testes de D de
Tajima. Entretanto, os resultados do teste Fs de Fu ndo revelaram nenhum valor significativo.

Os célculos obtidos a partir da matriz de sequéncias de COII (Tabela 14) também
apresentaram valores negativos e significativos (p < 0,05) para os testes de D de Tajima,
abrangendo as mesmas populagfes (Santa Teresa, Alegre e Vale do Capéo). Igualmente aos

dados obtidos para COl, os resultados do teste Fs de Fu n&o revelaram valores significativos.

Tabela 13. Valores obtidos nos testes de neutralidade para as sequéncias de Simothraulopsis diamantinensis do

gene mitocondrial COI e suas respectivas populac¢des. Os valores significativos (p-valor < 0,05) foram destacados

em cinza.

Grupos N D-Tajima (P-valor) Fs de Fu (P-valor)
Serra do Cipd-MG 5 -0.95427 (0.23700) 5.79837 (0.97900)
Vale do Capdo-BA 12 -2.00753 (0.01300) 15.37222 (1.00000)
Norte-ES 10 -0.54549 (0.30100) 4.00000 (0.95100)
Alegre 10 -1.77778 (0.02600) 6.74907 (0.99300)
Santa Teresa-ES 6 -1.64350 (0.00000) 4.23286 (0.96400)
Lengois-BA 4 0.00000 (1.00000) 0.00000 (N.A)
Mucugé-BA 3 0.00000 (1.00000) 4.69033 (0.95100)
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Tabela 14. Valores obtidos nos testes de neutralidade para as sequéncias de Simothraulopsis diamantinensis do

gene mitocondrial COlI e suas respectivas populac@es. Os valores significativos (p-valor < 0,05) foram destacados

em cinza.

Grupos N D-Tajima (P-valor) Fs de Fu (P-valor)
Serra do Cip6-MG 4 -0.95427 (0.22900) 5.79837 (0.98600)
Vale do Capdo-BA 12 -2.00753 (0.00700) 15.37222 (1.00000)
Norte-ES 10 -0.54549 (0.29600) 4.00000 (0.95000)
Alegre 10 -1.77778 (0.02500) 6.74907 (0.99000)
Santa Teresa-ES 6 -1.64350 (0.00000) 4.23286 (0.96300)
Lencois-BA 3 0.00000 (1.00000) 0.00000 (N.A)
Mucugé-BA 3 0.00000 (1.00000) 4.69033 (0.95700)

3.3.2 Arvore, tempo de divergéncia e modelagem da distribuicdo

A topologia recuperada por coalescéncia no BEAST (Figura 7) foi congruente com 0s
grupos formados pela rede de haplétipos, agrupando em clados irméos as populagdes de [
Lencois/BA + Mucugé/BA], [ Santa Teresa/ES + (Vale do Capdo/BA + Serra do Cip6/MG ], e
por fim [ (Norte/ES + (Alegre/ES) + (Afonso Claudio/ES+S. sp. nov. 4) ]. A maioria dos ramos
na arvore apresentou alto suporte, contudo alguns valores baixos de probabilidade posterior
foram encontrados nos ramos intermediarios da filogenia. A datacdo dos tempos de divergéncia
das populacGes pela coalescéncia estimada pelo BEAST revelou uma recente diversificagdo ha
3.333 mil anos atras (0.0033 mya).

As estimativas da variacdo do tamanho populacional (Ne) ao longo do tempo com base
em todos os locus combinados pelo Extended Bayesian Skiline Plot (ESBP) evidenciaram
expansdo demografica (Figura 8), datado entre oito a seis mil anos atras.

As andlises de modelagem da distribuicdo potencial atual sdo congruentes com a
distribuicdo conhecida para S. diamantinensis (Figura 12). A projecdo das areas com
adequabilidade para periodos passados mostra que durante o ultimo interglacial (120 -140 mil
anos atras) a espéecie possuia uma distribuicdo mais ampla, mais ao sul do territorio brasileiro

(Figura 9) e posteriormente, durante o ultimo méaximo glacial (22 mil anos atras), houve um
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deslocamento no padrdo de distribuicdo, que passa a ser visto mais ao norte (Figura 10). Por
fim, a projecéo de area com adequabilidade para seis mil anos atras (Figura 11) demonstra uma
forte contracdo, mostrando areas de distribuicdo restrita, espacadas e muito semelhantes as

atuais.
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Figura 7. Topologia com os tempos de divergéncia das populacdes de S. diamantinensis gerada pelo BEAST. Os
nimeros presentes em cada nd sdo os valores de probabilidade posterior dos agrupamentos. As OTU’s estdo
representadas pelos nimeros tombos para cada individuo presente na Cole¢do Zool6gica Norte Capixaba e as

populacdes foram apresentadas na forma de barras com o mesmo padrao de cor apresentado na rede de hapl6tipos.
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Figura 8. Resultado da Extended Bayesian Skiline Plot (EBSP). A escala temporal é lida da esquerda para a direita,
em que o tempo presente é representado por 0 e 0 tempo passado segue as marcagdes seguintes. De tal modo 0,001

representa cerca de 6.000 mil anos atras, 0,002 - 12.000 mil anos atras, 0,003 - 18 mil anos atras e assim por diante.

Figura 9. Projeco de area com adequabilidade - Ultimo interglacial (120.000 — 140.000 anos atras)
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Figura 12. Projecéo de area com adequabilidade atual
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4. DISCUSSAO

4.1 ESTRUTURA GENETICA E HISTORIA DEMOGRAFICA

Para os dois marcadores mitocondriais COl e COII foram observados que os hapl6tipos
iguais sdo compartilhados entre os individuos das mesmas localidades e ndo ha haplétipos
comuns compartilhados entre as populacGes de lugares diferentes, caracterizando uma alta
variabilidade intra e interpopulacional. A alta diversidade haplotipica somada a uma baixa
diversidade nucleotidica indica excesso de alelos raros e pode sugerir as seguintes hipdteses
envolvidas na diversificacdo das populagdes: (i) que as populacdes sofreram uma divergéncia
muito rapida, associada a uma expansdo demografica influenciada por eventos historicos
recentes; e (ii) a ocorréncia de um ou mais eventos de contracdo recente, sequido de uma
expansdo populacional, diversificacdo recente ou pressdo seletiva.

As populacdes mostraram forte estruturacdo genética e este fato foi demonstrado
pelos resultados encontrados na rede de haplétipos (median-joining), pelos altos valores de Fst
e pela topologia resgatada pelo Beast. Olhando para estes resultados pode-se presumir que as
barreiras fisicas que existem entre as populagdes, 0s processos historicos as quais estas foram
submetidas e as caracteristicas bioldgicas intrinsecas desta espécie podem ter confluido e
gerado o padrdo genético observado entre elas.

Os haplétipos encontrados no Vale do Capdo (BA) diferem em trés passos
mutacionais para aqueles provenientes da Serra do Cip6 (MG), além disso foi observado que
os individuos dessas popula¢Ges mantém fluxo génico. Porém, o mesmo ndo ocorre quando
comparamos a populacao da Serra do Cipé (MG) em relagédo a outra face baiana da Serra do
Espinhaco (populacbes de Lencdis e Mucugé), que diferem-se em mais de 25 passos
mutacionais e os valores de Fst foram extremamente altos, comprovando a auséncia de fluxo
génico entre essas populagdes. Valores altos de Fst e de divergéncia genética também foram

encontrados entre as vertentes leste e oeste da Chapada Diamantina [ (Vale do Capédo x

56



Mucugé), (Vale do Capdo x Lencdis) ], bem como mostraram que ndo existe fluxo entre
Mucugé (porcdo mais ao sul da Chapada Diamantina) e Lencois (porcao localizada mais ao
norte da Chapada Diamantina), ambas na vertente leste.

A segregacao existente entre a Chapada Diamantina e a por¢do mineira da cadeia do
espinhaco foi demonstrada em estudos prévios, como a existéncia de espécies de anfibios
distintas, proximas filogeneticamente e com distribuicdo disjunta entre as duas porcdes da
Cadeia do Espinhaco (e.g. Lugli & Haddad, 2006a; Lugli & Haddad, 2006b). Estes trabalhos
sugeriram a existéncia de uma conexao passada entre as por¢des norte e sul da cadeia e um
posterior evento vicariante, que teria levado ao isolamento geogréafico de populacfes ancestrais,
seguido de eventos de uma especiacdo alopatrica. Rapini et al. (2008) observaram que a
similaridade floristica entre as areas norte e sul do Espinhaco costuma ser surpreendentemente
baixa, mesmo gque em localidade vizinhas. Por outro lado, a comparacao entre as vertentes leste
e oeste da Chapada Diamantina sdo mais escassas na literatura, o Unico estudo encontrado que
fez esta abordagem encontrou baixa similaridade floristica entre as duas vertentes (Kamino et
al., 2008).

Alcancando as terras mais ao sul e a leste da distribuicdo de S. diamantinensis, as
analises de estrutura genética e demogréafica revelaram que a populacdo de Santa Teresa (ES)
estd mais proxima das regides da Serra do Cip6 (MG) e Vale do Capéo (BA), do que as outras
populacdes do Espirito Santo, este fato pode estar ligado as semelhancas entre as caracteristicas
fisicas dos ambientes, principalmente aquelas relacionadas ao clima e altitude. Em geral
observou que h& fluxo génico entre as trés populagdes do Espirito Santo, sendo os valores de
fluxo e divergéncia genética mais proximos entre as populac@es de Alegre e norte do ES.

Avaliando todos estes padrdes de fluxo e de divergéncia genética compilados acima:
Mucugé diferente de Lengois, Vale do Capéo diferente de Mucugé + Lencdis e Santa Teresa

mais préxima de Vale do Capédo + Cipd do que das outras duas popula¢des do ES, pode-se
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descartar a hipoOtese que existe relacdo entre as distancias geogréaficas e geneticas, em outras
palavras, a divergéncia genética observada entre as populacfes deste estudo ndo pode ser
explicada pelo isolamento por distancia.

A modelagem com projecéo da distribuicdo atual mostrou um padréo muito parecido
com o presente registro de coleta para a espécie, evidenciando uma distribuicdo disjunta.
Entretanto, um continuo pode ser observado entre a vertente oeste da Chapada Diamantina até
a porcdo mineira da Cadeia do Espinhaco (Figura 12). Desta forma, é muito provavel que com
um esforco maior de coleta, encontre-se individuos de S. diamantinensis ao longo desse
gradiente, o que explicaria melhor o fluxo génico existente entre Vale do Capéo, Serra do Cipo
e Santa Teresa.

Além de todas as hipoOteses aqui ja citadas para explicar a estruturacdo das
populacdes, a capacidade de dispersdo limitada de S. diamantinensis parece ter influéncia e
pode ter acentuado a divergéncia genética entre as populages, o que pode ser considerado um
fator limitante j& que esta € uma espécie altamente exigente, que vive em cOrregos de corredeira
mais acentuada. No estudo de Rizzi (2016), que buscou explicar a estrutura filogeografica de
Terpides sooretamae, uma outra espécie de Leptophlebiidae que vive em cursos d’agua de
corrente fraca, percebe-se um padrdo justamente ao contrario do encontrado aqui, onde as
populacdes apresentaram na verdade um alto fluxo génico, relacionados a uma alta capacidade
de dispersdo. Esse padrdo de maior dispersdo para individuos que passam a maior parte de sua
vida em &gua parada é congruente com o estudo de Monaghan et al. (2005) e pode corroborar
o fato de S. diamantinensis apresentar justamente um comportamento contrario, com baixa
capacidade de dispersao.

As anélises de modelagem de projecdo da distribuicdo para periodos passados
mostraram um resultado interessante: ha cerca de 22 mil anos atras as populag¢fes que estavam

consolidadas mais ao sul deslocaram-se para regibes mais ao norte, o que coincide com o
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Ultimo Maximo Glacial, que teria provocado o deslocamento da espécie para areas mais
quentes. Posteriormente, entre os periodos de 12 a 6 mil anos atras, a espécie teria passado por
uma queda demogréfica, seguida de uma expansao e posterior estabilizacdo, todos estes eventos
foram legitimados pelas analises de modelagem e ESBP. Ja a topologia resgatada pelo Beast
mostra que a primeira separacao ocorreu entre as populacdes do leste da Chapada Diamantina
(Mucugé + Lencdis) das demais populagdes, e foi seguida das separaces entre Mucugé e
Lencois, e entre Santa Teresa + Vale do Capdo + Cipé do Norte do ES + Alegre. A
diversificacdo encontrada atualmente é recente, e foi datada para cerca 3.300 mil anos atras.

O modelo paleogeografico proposto por Carnaval e Moritz (2008), com base em
modelagem ecoldgica de nicho prediz que durante o Ultimo Méximo Glacial, a Mata Atlantica
foi mais estavel em sua porcédo central-norte, ao passo de que a parte sul foi bastante instavel
durante esse periodo. Tal cenario é corroborado pelas analises de projecdo da distribuicao
passada para S. diamantinensis, porém, o sinal de expansdo sé € evidenciado pelo gréfico de
ESBP e os resultados de Fs de Fu e D de Tajima ndo corroboraram com uma possivel expansao
populacional. Mesmo que as populacbes de Alegre, Santa Teresa e Vale do Capdo tenham
apresentado um valor de D de Tajima negativo e significativo, os valores de Fs de Fu que sdo
mais acurados para determinar expansdo populacional (Fu, 1997), ndo foram significativos.

Contudo, a histdria evolutiva de S. diamantinensis ndo deve ter sido linear, ou seja,
pode ter ocorrido ao longo da histdria evolutiva marcos que coincidam eventos geoldgicos e
climéticos influenciando a diversificagdo no mesmo tempo e espaco. Existe uma linha ténue
em distingui-los e deve-se levar em consideracdo que assinaturas genéticas mais recentes, como
a do Ultimo Méximo Glacial, podem ter apagado eventos mais antigos as quais as populacdes

foram submetidas e por este motivo ndo foi possivel detecta-las.
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4.2 DELIMITANDO ESPECIES EM SIMOTHRAULOPSIS

As hipoteses das relacGes interespecificas apresentadas para o género até 0 momento
mostraram que Simothraulopsis sp. nov. 2 é claramente uma espécie distinta, separando-se de
S. diamantinensis e de Simothraulopsis sp. nov. 4 por valores altos de distancias genéticas que
variam de 12% a 14%, além disso, as diferencas morfoldgicas entre elas s&o numerosas, tanto
quanto ao padrdo de coloragdo, diferencas entre as genitalias dos machos e por fim, no angulo
das asas posteriores. Essas caracteristicas sdo consideradas facilmente identificaveis, confiaveis
e consistentes.

Embora Simothraulopsis sp. nov. 4 (que até 0 momento possui uma distribuicdo
restrita para o norte do Espirito Santo) e S. diamantinensis tenham constituido clados irmé&os de
acordo com Nascimento (2014), as distancias genéticas obtidas entre Simothraulopsis sp. nov.
4 e S. diamantinensis sdo muito baixas (cerca de 1%). Além disso, as mesmas distancias
genéticas sdo encontradas quando ambas sdo comparadas as demais populagdes. Desta forma,
os dados sugerem que podem se tratar da mesma espécie. Nao obstante, a diferenca morfolégica
encontrada entre elas se d& por Simothraulopsis sp. nov. 4 possuir os lobos do pénis mais
afastados entre si, quando comparados a Simothraulopsis diamantinensis. Levando em
consideracdo todas as questBes abordadas acima, essa caracteristica pode se tratar apenas de
uma variacdo morfoldgica entre os individuos de uma mesma espécie. No entanto, a pequena
amostra, com apenas dois individuos utilizados nas analises do presente estudo ndo permitiram
chegar a uma conclusdo taxonémica robusta.

A definicdo de espécie para o presente trabalho resgatou o conceito filogenético e,
portanto, os haplétipos foram tratados aqui como OTU’s, a histéria evolutiva foi recuperada
usando dois marcadores mitocondriais e por fim as premissas foram definidas e elaboradas a

posteriori, apds a reconstrucao da arvore do Beast.
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Neste cenario, Simothraulopsis sp. nov. 2 foi determinada como uma possivel
espécie valida que precisa ser descrita e, Simothraulopsis sp. nov. 4 possivelmente é uma
sinonimia de S. diamantinensis. A pergunta que fica é: sera que as populacdes de S.
diamantinensis estariam em um processo de especiacdo? Os resultados sugerem que as
populacdes de Mucugé e Lencois da Chapada Diamantina estejam isoladas hd muito tempo e
que assim tenham acumulado diferencas genéticas significativas quando comparadas as demais
populacgdes, que variaram de 3% a 4%, valores estes que sdo considerados inclusive o limiar
para separar espécies de insetos aquaticos, como apresentado no trabalho de Hebert et al.
(2003).

O grande problema em definir novas espécies é que elas sdo como uma fotografia,
estamos olhando para algo que parece estatico, mas na verdade, por tras dela existiu e continua
existindo um processo dindmico, o qual ndo conseguimos enxergar plenamente. Mucugé e
Lencois ainda ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas robustas e consistentes que as
caracterizem como novas espécies, mas diante do conceito filogenético, a segregacdo deste

clado em relacdo aos demais, é a evidéncia suficiente para suportar essa hipétese.
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APENDICE 1

de procedéncia bem como suas coordenadas geograficas e o nimero tombo.

Lista dos espécimes utilizados no presente estudo, incluindo informacdes das espécies amostradas, 0 nimero de individuos, a localidade

Espécie N  Localidade Latitude Longitude Colecdo N°tombo

S. diamantinensis 4  Rio S&o José, Sooretama —ES S19°07'33.1" W40°14'26.1" CZNC  Ep-6564a,b, c/Ep6565 a

S. diamantinensis 1  Rio Cricaré, Sdo Mateus —ES S18°39'2.2" W 40 °7' 23.4" CZNC Ep-6041

S. diamantinensis 2 Rio Cricaré, Nova Venécia —ES S$18°39'51.4" W 40°30'44.9" CZNC Ep-6569 a, b

S. diamantinensis 10 Cachoeira do Firmino, Alegre —-ES S$20°37'11.40" W 41°37'33.40" CZNC Ep-6669 a, b/ Ep-67354a,b,c,d, e, f, g, hi,j Kk
S. diamantinensis 3 REBIO Augusto Ruschi, Santa Teresa —ES S19°52'31.70" W 40°31'47.30" CZNC Ep-6742a, b, c

S. diamantinensis 6  Pinguela, Santa Teresa —ES S19°52' 16" W 40°31'43.10" CZNC Ep-66704,b,c,d,e,f

S. diamantinensis 1  Cachoeira do Funil, Afonso Claudio -ES S20°8'35.10" W 41°9'2.0" CZNC Ep-6671c

S. diamantinensis 4  Cérrego das Pedras, Serra do Cip6 -MG S19°12' 17" W 43°36'2.20" CZNC Ep-6560 b, c, d, e, f

S. diamantinensis 8  Rio Grande, Vale do Capéo, Chapada Diamantina -BA S$12°55'11.85" W 41°55'98.60" CZNC Ep-6562 a, b, c/ Ep-6668 a, b, c, d, e, f

S. diamantinensis 2 Riachinho, Vale do Cap&o, Chapada Diamantina -BA S§$12°57'22.70" W 41°51'4595" CZNC Ep-6563 a, b

S. diamantinensis 4 Rio Mucugézinho, Lengo6is, Chapada Diamantina -BA §$12°27'6.38" W 41°25'2.05" CZNC Ep-6567 a, b, ¢, d

S. diamantinensis 3 Cérrego do Tirbutino, Mucugé, Chapada Diamantina -BA S 12°59'43.25" W 41°20'49.19" CZNC Ep-67404a, b, c

S. diamantinensis 2  REBIO 2 Bocas, Cariacica —ES S$20°15'28.50" W 4029'38.30" CZNC Ep-4674 b, d

S.sp.nov. 4 2  Rio Séo José, Sooretama —ES S19°07' 33.1" W 40° 14'26.1" CZNC Ep-6565 b, ¢

S. sp. nov 2 9 Rio Cricaré, Nova Venécia -ES S 18°39'51.4" W 40° 30'44.9" CZNC Ep-5971 (a, b) / Ep-5972 (a, b, c, €) / Ep-6032 /Ep-6034
S. sp. nov 2 1  Rio Cricaré, Sdo Mateus —ES S18°39'2.2" W 40 °7' 23.4" CZNC Ep-6040
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APENDICE 2

Lista dos haplétipos para as sequéncias concatenadas de S. diamantinensis. Os individuos estdo representados pelo seu respectivo nimero

tombo e seguidos de suas localidades.

Haplétipo N N°Tombo Localidade
Haplotipol 4  Ep6560b / Ep6560d / Ep6560e / Ep6560f' Serra do Cipd
Haplotipo2 1  Ep6562a Vale do Capéo
Hapl6tipo3 1  Ep6566¢ Vale do Capéo
Haplotipo4 8  Ep6562b / Ep6668b / Ep6668f / Ep6668e / Ep6566a / Ep6562¢ / Ep6563a / Ep6563b Vale do Capéo
Haplotipo5 1  Ep6668d Vale do Capéo
Haplotipo6 1  Ep6735f Alegre
Haplétipo7 1 Ep6735i Alegre
Haplotipo8 2  Ep6735e/ Ep6669b Alegre
Haplotipo9 1 Ep6735g Alegre
Hapl6tipo 10 1 Ep6735b Alegre
Haplotipo11 1  Ep6669a Alegre
Haplotipo12 1  Ep6564a Sooretama
Hapl6tipo 13 1  Ep6564b Sooretama
Haplétipo 14 1 Ep6564c Sooretama
Haplotipo15 2  Ep6565a/ Ep6569b' Sooretama / Nova Venécia
Hapl6tipo16 1  Ep6735h Alegre
Hapl6tipo17 1  Ep6735d Alegre
Haplétipo 18 1 Ep6735j Alegre
Haplétipo 19 1  Ep6565b Sooretama
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Hapl6tipos N N° Tombo Localidade
Haplo6tipo 20 1 Ep6565c¢ Sooretama
Hapl6tipo 21 1 Ep6671a Afonso Claudio
Haplétipo 22 4 Ep6567a / Ep6567b / Ep6567c / Ep6567d Lencois
Haplétipo 23 1 Ep6740a Mucugé
Haplotipo 24 1 Ep6740b Mucugé
Haplotipo 25 1 Ep6740c Mucugé
Hapl6tipo 26 3 Ep6670b / Ep6670d / Ep6670a Santa Teresa
Haplotipo 27 1 Ep6670f Santa Teresa
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