Instituto de Ciéncias Bioldgicas
. Pés-graduacao em Biologia de
FURG Ambientes Aquaticos Continentais PPGBAC

I I Universidade Federal do Rio Grande

DNA BARCODING E ESTRUTURACAO
POPULACIONAL DE ESPECIES DE Belostoma
(Belostomatidae: Hemiptera) E Culicoides
(Ceratopogonidae: Diptera) DA PLANICIE
COSTEIRA DO RIO GRANDE DO SUL

Thaisa Bozzetti Gautério

Orientadora: Profa. Dr®. Lizandra Jaqueline Robe
Coorientador: Prof. Dr. Augusto Ferrari

Rio Grande
2021



‘ ’ Universidade Federal do Rio Grande
:.,f” Instituto de Ciéncias Biologicas

P6s-graduacao em Biologia de Ambientes

FURG Aquaticos Continentais PPGBAC

DNA Barcoding e estruturacao populacional de espécies de
Belostoma (Belostomatidae: Hemiptera) e Culicoides

(Ceratopogonidae: Diptera) da Planicie Costeira do Rio Grande do

Sul

Aluno: Thaisa Bozzetti Gautério
Orientadora: Prof2. Dr2. Lizandra Jaqueline Robe

Coorientador: Prof. Dr. Augusto Ferrari

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais (PPGBAC) como
requisito parcial para a obtencgao do titulo
de Doutora em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais.

Rio Grande
2021

i1



Ficha Catalografica

G275d

Gautério, Thaisa Bozzetti.

DNA Barcoding e estruturagao populacional de espécies de
Belostoma (Belostomatidae: Hemiptera) e Culicoides
(Ceratopogonidae: Diptera) da Planicie Costeira do Rio Grande do
Sul / Thaisa Bozzetti Gautério. — 2021.

200 f.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Programa de Pés-Graduagao em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais, Rio Grande/RS, 2021.

Orientadora: Dra. Lizandra Jaqueline Robe.

Coorientador: Dr. Augusto Ferrari.

1. Belostoma 2. Culicoides 3. Identificagao Molecular
4. Biogeografia 5. Modelagem de Nicho Ecolégico 6. Filogenia
|. Robe, Lizandra Jaqueline Il. Ferrari, Augusto Ill. Titulo.

CDU 574.9(816.5)

Catalogac¢do na Fonte: Bibliotecario José Paulo dos Santos CRB 10/2344

iii



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG

% " A7,
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - ICB =
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE AMBIENTES
AQUATICOS CONTINENTAIS
< PPGBAC

ATA DE DEFESA DE TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA DE AMBIENTES

AQUATICOS CONTINENTAIS — N° 005/2021
As 09h00 (nove horas) do dia 13 (treze) do més de dezembro de 2021 (dois mile vinte e um),
via Webconferéncia no endereco eletronico: (https://meet.google.com/koc-nzhk-ojf) reuniram-
se docentes, discentes e comunidade em geral, para a Defesa Publica da Tese de Doutorado da
académica Thaisa Bozzetti Gautério. A Tese intitulada *“DNA BARCODING E
ESTRUTURACAO POPULACIONAL DE ESPECIES DE Belostoma (Belostomatidae:
Hemiptera) E Culicoides (Ceratopogonidae: Diptera) DA PLANICIE COSTEIRA DO
RIO GRANDE DO SUL” foi avaliada pela Banca Examinadora composta pela Prof® Dra
Lizandra Jaqueline Robe (Orientadora e Presidente da banca), pelo Prof. Dr. Augusto Ferrari
(Co-orientador), Prof* Dra Adriana Gava (FURG); Prof® Dr. José Ricardo Indcio Ribeiro
(UNIPAMPA) e Prof* Dra. Andressa Paladini (UFSM). Apoés a defesa e arguicdo piblica, a
Banca Examinadora reuniu-se, para deliberaco final, e considerou a académica APROVADA.
Desta forma, a académica concluiu maisuma das etapas necessdrias para a obtengdo do grau de
DOUTOR EM BIOLOGIA DE AMBIENTES AQUATICOS CONTINENTAIS. Nada
mais havendo a tratar, as 12h30h (onze horas e trinta minutos) foi lavrada a presente ata, que
lida e aprovada, foi assinada pelos membrosda Banca Examinadora, pela Académica e pelo
Coordenador do Curso.

L

- F A
¢ S

Prof* Dra Adriané{ Gava

4& \24%/&:7 tf\*“’%’ Y’?ﬂmw

Prof® Dr. José Ricardo Indcio Ribeiro

V23
il

A
| B *EJ 7 8
Paladini

Dradva, Deggte Goudurie

Thaisa Bozzetti Gautério

Prof. Dr Rogério Tubino
Vianna
Coordenador do Curso




Dedico esta tese a minha querida V6
Selma por ser meu exemplo de vida e
coragem, por ser minha inspiracdo e
por sempre me apoiar e torcer pela
realizacdo dos meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

A minha querida orientadora Prof*. Dr*. Lizandra Robe, que me acolheu no laboratério
durante o mestrado e que, no doutorado, topou o desafio de trabalhar com dois grupos de
espécies completamente diferentes para nés duas. Obrigada por acreditar em mim quando nem
eu mesma acreditava, por me apoiar nos momentos dificeis e por ser sempre tdo paciente e
compreensiva.

Ao Prof. Dr. José Ricardo Inacio Ribeiro, pela ajuda na identificacdo de todos os
espécimes de Belostoma deste trabalho, pela paci€éncia em me ensinar com tantos detalhes a
identificacdo das espécies, pelas discussdes extremamente produtivas sobre o trabalho e que
foram indispensaveis para a minha formagdo e também pelo acolhimento nas viagens a Sao
Gabriel. Sou muito grata por toda a ajuda!

A TAE Daiane Carrasco pela companhia, ajuda e ensinamentos tanto durante as coletas
quanto durante o trabalho no lab, pelas identificacdes de Culicoides, pelo conhecimento
compartilhado, pelas tantas conversas, conselhos e trocas de conhecimento que tanto fizemos
durante os ultimos anos.

Ao Prof. Dr. Augusto Ferrari pela troca de conhecimentos durante o doutorado.

A Marina Milford pelos ensinamentos iniciais nas identificagdes morfoldgicas de
Belostoma.

Ao Programa de Pos-graduacdo em Biologia de Ambientes Aqudticos Continentais
(PPGBAC — FURG) e aos docentes do PPG por todo o apoio desde o mestrado.

Agradeco aos professores membros da banca avaliadora pelas contribui¢des ao trabalho
apresentado e por terem aceitado o meu convite, em especial a Prof*. Dr*. Adriana Gava que
participou da minha vida académica desde a graduacdo, que me inspirou a seguir o caminho da
genética, que acompanhou o meu desenvolvimento na biologia desde a graduagdo e que vem
sendo avaliadora dos meus trabalhos e compartilhando seu conhecimento comigo durante quase
10 anos. Meu sincero agradecimento, professora!

A Daiana e ao Murilo, por serem os presentes que a pés-graduacio me deu, meus
melhores amigos que levei para a vida, meus padrinhos de casamento. Vocés foram essenciais
nos momentos mais dificeis e tornaram a pds-graduagdo uma das melhores fases da minha vida,
com muitas risadas, conversas, choros, croasonhos e paes de queijo. Amo vocés!

As colegas de laboratério Gisele, Tuca, Henrique, Maiara, Gabi, Aline e Cris, pela
companhia no lab, risadas, conversas, conselhos e ajuda seja para uma andlise, uma discussao

de resultados ou para um café. A minha tnica colega de turma Maiby Glorize pelo apoio,

vi



conselhos e conversas durante nosso periodo de doutorado. Vocé€s tornaram essa fase muito
mais leve e divertida.

A minha psicéloga Jéssica por todo o apoio e orientagio nos momentos dificeis e por
tornar o final da jornada de doutorado mais leve e facil.

Aos meus queridos amigos e padrinhos de casamento: Fernanda, Guilherme, Bruna e
Eugénio por perdoarem minhas ausé€ncias nos ultimos anos e por sempre manterem esse laco
forte de amizade que nos une, especialmente as minhas melhores amigas desde o colégio, Nanda
e Bru, vocés sdo as irmads que eu escolhi, minhas dindas e ao mesmo tempo afilhadas de
casamento, aquela amizade que sabemos que nunca vai mudar ou enfraquecer. Amo vocés
muito!

A minha familia, em especial aos meus pais por todo o apoio e incentivo durante todos
estes anos de pds graduacdo, pela compreensio das minhas auséncias e por todo amor. Obrigada
por tudo, amo voces eternamente!

A minha querida V6 Selma pelo amor, compreensio e por ser calmaria nos momentos
dificeis, por vibrar comigo por cada conquista e por compartilhar comigo tantas histérias da
vida. Me orgulho e me espelho em vocé por ser corajosa, mas sem perder a docura que lhe é
tdo marcante.

A Zazi e ao Roger pela parceria e por estarem sempre presentes apoiando a mim e ao
Regis seja nos momentos bons ou naqueles nem tdo bons assim.

Ao meu amado marido Regis Dutra, por ser meu porto seguro, meu melhor amigo e meu
amor. Por toda a compreensdo, apoio incondicional, conselhos, paciéncia, por me acolher nos
piores momentos € por comemorar comigo os melhores. Obrigada por tudo que construimos
juntos. Te amo muito!

A minha cachorrinha Leia que chegou na nossa casa em plena pandemia e despertou um
amor tao grande que eu nem sabia que poderia sentir por um bichinho. Obrigada por ser a minha
companheira insepardvel durante as anélises e a escrita da tese. Te amo, amada da mamae!

Por fim, agradeco a FURG, por todo o suporte desde a minha graduacdo, pelo ensino
gratuito e de qualidade e a agéncia financiadora - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior (CAPES) — pela bolsa de estudo.

vii



RESUMO

O Neotropico é uma das regides mais diversas do planeta, embora a maior parte de sua
diversidade ainda ndo tenha sido descrita. Este cendrio é especialmente preocupante devido a
crise da biodiversidade atual, que pode ocasionar as chamadas “cripto-extingdes”. Esta situacao
¢ ainda mais grave em grupos de espécies de tamanho corporal pequeno, como € o caso dos
insetos. De fato, o impedimento taxonomico associado a grande diversidade de espécies, ao
tamanho corporal reduzido e a auséncia de caracteres diagndsticos mais efetivos € um problema
que diversos grupos de insetos enfrentam. Alguns grupos de Diptera e Hemiptera, em especial
aqueles pertencentes a géneros associados aos ambientes aqudticos, como Belostoma e
Culicoides estdo entre os mais afetados pelo impedimento taxondmico, o que estd diretamente
relacionado a um déficit no conhecimento de diversos aspectos relacionados a sua evolugdo ou
a sua ecologia. Isso ocorre a despeito da importancia ecoldgica e econdmica apresentada por
suas espécies. Assim, o objetivo geral desta tese foi analisar a diversidade taxondmica e os
padrdes associados a evolugdo de espécies de Diptera e Hemiptera da Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul (PCRS). Para isso, foram realizadas andlises moleculares, morfoldgicas,
biogeograficas e de modelagem de nicho ecoldgico. No capitulo 1, apresento o artigo intitulado
“Disentangling the taxonomy of Belostoma Latreille (Hemiptera, Heteroptera, Belostomatidae)
with the aid of DNA Barcoding approaches”, publicado na revista Austral Entomology. Neste
estudo, sequéncias obtidas para dois genes mitocondriais (COI e 16S) suportaram a divisdo de
Belostoma em 10 clados, representados por seis espécies reciprocamente monofiléticas, uma
espécie potencialmente nova e outros trés clados demonstrando inconsisténcias taxondmicas.
Em um destes clados, nove morfotipos diferentes, entre os quais trés espécies do grupo oxyurum,
demonstraram-se geneticamente similares, revelando a presenca de grandes niveis de
plasticidade fenotipica, e demonstrando a utilidade de ferramentas de DNA Barcode para o
estudo do género. O segundo capitulo apresenta o manuscrito intitulado “Population structure of
Belostoma angustum Lauck (Insecta: Hemiptera: Heteroptera: Belostomatidae) across different
geomorphological units of the Brazilian Pampa Biome”, submetido na revista Invertebrate
Biology e que abordou a estruturagdo populacional de B. angustum, nas diferentes regides
geomorfoldgicas do Rio Grande do Sul, comparando amostras obtidas para a regido da PCRS
com aquelas coletadas nas demais regides do Bioma Pampa a partir de sequéncias dos genes
mitocondriais COI e 16S e do gene nuclear ITS. Este artigo demonstrou que, apesar da alta
capacidade de dispersao da espécie, ha sinal de estruturacdo populacional com divergéncia entre

populacdes da PCRS e aquelas de regides interiores. Este resultado vem de encontro com o tnico
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estudo publicado até o momento abordando os padrdes de distribuicdo da diversidade genética
em B. angustum, que sugeria que esta espécie formava uma populagdo panmitica. Este artigo
também demonstra que a espécie alvo sofreu uma expansao populacional durante o Pleistoceno,
quando parece ter colonizado dreas mais interiores a partir de um reftigio localizado em areas
mais antigas da PCRS. E, por fim, no terceiro capitulo intitulado “DNA Barcoding de Culicoides
(Diptera: Ceratopogonidae) no Neotrdpico, com insights acerca das relacdes filogenéticas entre
espécies”, a ser submetido na revista Acta Tropica, sequéncias de COI, 16S e 28S demonstraram
apresenca de 12 linhagens entre os espécimes amostrados. Entre as 12 espécies coletadas, apenas
C. bambusicola e C. pusilloides revelaram-se reciprocamente monofiléticas, e niveis cripticos
de diversidade foram revelados para C. alvarezi, C. fernandoi e C. venezuelensis. Por outro lado,
C. insignis e C. guttatus compartilham haplotipos entre si e com um espécime de C. fernandoi,
sugerindo a presenca de plasticidade fenotipica dentro do subgénero hoffimani. Assim,
evidenciamos neste artigo a necessidade de redefiniciao dos caracteres diagndsticos que utilizam
as manchas das asas para definir espécies em Culicoides, principalmente para espécies
pertencentes ao grupo hoffmani, e demonstramos a presenga de diversidade criptica dentro do
género. Pode-se dizer, por fim, que esta Tese obteve resultados importantes acerca da
diversidade de dois dos principais grupos de insetos que ocorrem na PCRS. Apresentamos
resultados importantes no ambito da conservacao para insetos predadores de topo em ambientes
aqudticos como Belostomatidae. Além disso, também apresentamos informagdes relevantes para
a identificacdo rdpida de espécies de Culicoides, o que pode auxiliar no manejo destes
importantes vetores de arboviroses que acometem tanto humanos quanto animais, causando

prejuizos ndo apenas médicos e veterinarios como também prejuizos econdmicos.

Palavras-chave: Belostoma; Culicoides, Identificacdo molecular; Biogeografia, Modelagem de

Nicho Ecolégico; Filogenia.
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ABSTRACT

The Neotropics is one of the most diverse regions on the planet, but the most of its
diversity has not yet been described. This scenario is especially grave due to the current
biodiversity crisis, which can result in “crypto-extinctions”. This situation is even more serious
in small body sizes species groups such as insects. In fact, the taxonomic impediment associated
with the great species diversit, reduced body size and the absence of more effective diagnostic
characters is a problem that many groups of insects face. Some groups of Diptera and
Hemiptera, especially those belonging to genera associated with aquatic environments, such as
Belostoma and Culicoides, are among the most affected by the taxonomic impediment, which
is directly related to a deficit in knowledge of several aspects related to its evolution or your
ecology. This occurs despite the ecological and economic importance presented by its species.
Thus, the general objective of this thesis was to analyze the taxonomic diversity and patterns
associated with the evolution of Diptera and Hemiptera species of Rio Grande do Sul Coastal
plain. For this, molecular, morphological, biogeographic and environmental niche modeling
analysis were performed. In chapter 1, I present the article entitled “Disentangling the taxonomy
of Belostoma Latreille (Hemiptera, Heteroptera, Belostomatidae) with the aid of DNA
Barcoding approaches”, published in the journal Austral Entomology. In this study, sequences
were characterized for two mitochondrial genes (COI and 16S) were supported the division of
Belostoma into 10 clades, represented by six reciprocally monophyletic species, one potentially
new species and another three clades demonstrating taxonomic inconsistencies. In one of these
clades, nine different morphotypes, including three species of the oxyurum group, were
genetically similar, revealing the presence of large levels of phenotypic plasticity, and
demonstrating the use of DNA Barcode for the genus. The second chapter presents the
manuscript entitled "Population structure of Belostoma angustum Lauck (Insecta: Hemiptera:
Heteroptera: Belostomatidae) across different geomorphological units of the Brazilian Pampa
Biome”, submitted in the journal Invertebrate Biology and which approached the population
structure of a Belostoma species, B. angustum, in the different geomorphological regions of Rio
Grande do Sul, comparing samples obtained from the Coastal Plain with those collected in the
other regions of the Pampa Biome from sequences of the mitochondrial genes (COI and 16S)
and the nuclear gene ITS. This work demonstrated that, despite the high dispersal capacity of
the species, there is a sign of population structuring between PCRS region and other more
interior regions. This result differs from the only study published until now about the

distribution patterns of genetic diversity in B. angustum, which suggested that this species
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formed a panmitic population. This article also demonstrates that B. angustum underwent a
population expansion during the Pleistocene, and appears to have colonized more interior areas
from a refuge located in older areas of the PCRS. And finally, in the third chapter entitled "
DNA Barcoding de Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) no Neotrdpico, com insights acerca
das relacdes filogenéticas entre espécies", to be submitted in the journal Acta Tropica, COI
sequences, 16S and 28S demonstrated the presence of 12 strains among the specimens sampled.
Among the 12 species collected, only C. bambusicola and C. pusilloides were found to be
reciprocally monophyletic, and cryptic diversity levels were revealed for C. alvarezi, C.
fernandoi and C. venezuelensis. On the other hand, C. insignis and C. guttatus share haplotypes
among themselves and with an C. fernandoi specimen, suggesting the presence of phenotypic
plasticity within the hoffimani subgenus. Thus, in this article, we highlight the need to redefine
the diagnostic characters that use wing spots to define Culicoides species, especially for those
belonging to the hoffmani group, and we demonstrate the presence of cryptic diversity within
the genus. Finally, it can be said that this tesis obtained important results about the diversity of
two of the main groups of insects that occur in PCRS. We present important results in the field
of conservation for predatory insects in aquatic environments such as Belostomatidae. In
addition, we also present information for a rapid identification of Culicoides species, which can
help in the management of these important arboviruses vectors that affect both humans and

animals, causing not only medical and veterinary damage but also economic loss.

Keywords: Belostoma; Culicoides; Molecular identification; Biogeography; Environmental

Niche Modeling; Phylogeny.
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APRESENTACAO

Esta tese € resultante do projeto de doutorado que desenvolvi junto ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia de Ambientes Aqudticos Continentais (PPGBAC), na Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). O principal objetivo da minha tese foi analisar a diversidade
taxondmica e os padrdes associados a evolugdo de espécies de Diptera e Hemiptera da PCRS.
Neste sentido, abordei os seguintes objetivos ao longo dos capitulos da tese: comparar as
delimitacdes de espécies obtidas por abordagens morfoldgicas e moleculares, a fim de testar a
eficiéncia do DNA Barcode na identificacio e delimitacio de espécies de Belostoma,
especialmente em relacdo as espécies de tamanho corporal pequeno, como aquelas pertencentes
ao grupo Belostoma oxyurum; analisar os padrdes de estruturacdo populacional de B. angustum
em diferentes regides geomorfoldgicas do Bioma Pampa; avaliar a monofilia reciproca e as
relagdes filogenéticas entre espécies de Culicoides presentes na PCRS por meio da associacao
de marcadores morfolégicos relacionados as manchas das asas e marcadores moleculares.

Na Introdugdo Geral abordei detalhadamente cada tema do meu estudo, entre eles a
origem da biodiversidade no Neotrdpico, seus amplos niveis de diversidade criptica ou
desconhecida, bem como a ferramenta que visa auxiliar na resolu¢ao deste problema (o DNA
Barcoding). Também descrevi as principais caracteristicas relacionadas a ecologia, morfologia
e as relagdes filogenéticas de cada grupo estudado (Belostoma e Culicoides) e, por fim, fiz uma
breve descricdo do Bioma Pampa e suas unidades geomorfoldgicas, bem como sua hidrologia,
principalmente em relacdo a PCRS.

Os resultados foram apresentados em formato de artigos cientificos ao longo dos trés
capitulos. O primeiro capitulo trabalha a taxonomia do género Belostoma sob uma perspectiva
integrativa, envolvendo abordagens morfoldgicas e moleculares. Este artigo foi publicado na
revista Austral Entomology em Maio/2021. O segundo artigo, que compde o capitulo 2 da tese,
aborda a estruturagdo populacional de Belostoma angustum nas regides geomorfoldgicas do
Bioma Pampa. Este artigo foi submetido a revista Invertebrate Biology. No terceiro capitulo é
apresentado o artigo em que busquei avaliar questdes associadas a monofilia reciproca e as
relacdes filogenéticas entre as espécies de Culicoides presentes na PCRS através de marcadores
moleculares e morfoldgicos. Este artigo deve ser submetido na revista Acta Tropica.

Por fim, apresento as consideracdes finais e perspectivas futuras do presente estudo.
Finalizo a Tese apresentando publica¢des adicionais produzidas durante o periodo do doutorado
(Anexo 1). Cada um dos capitulos esta escrito de acordo com as normas das respectivas revistas

para as quais os artigos foram/serdo submetidos e ao qual o artigo do capitulo 1 foi publicado,
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sendo que todas as normas estao disponiveis nos links ao inicio de cada capitulo. A Introdugdo

Geral e as Consideracoes Finais e Perspectivas estdo apresentadas seguindo as normas da ABNT.

Este trabalho de doutorado foi desenvolvido com a colaboracdo de alguns pesquisadores
e instituicdes. O Laboratdrio de Genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Rio Grande foi onde desenvolvi a maior parte das atividades da tese. Também
conduzi andlises no Laboratorio de Entomologia, Sistematica e Biogeografia (LESB) da FURG
e no Laboratério de Estudos da Biodiversidade do Pampa (LEBIP) da Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA), com a colaboragdo do Prof. Dr. José Ricardo Inécio Ribeiro.

As amostragens foram feitas com autorizacdo para atividades com finalidade cientifica
emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente/Instituto Chico Mendes de Conservagado da
Biodiversidade (IBAMA/ICMBIo), sob a licenga de coleta niimero 46140 em nome de Augusto
Ferrari e 28013 em nome de Lizandra Jaqueline Robe. Os envios de amostras para
sequenciamento no exterior foram realizados sob Registro de Licenga nimero A8SCDD7 (para
Belostoma) e A0O2F6A4 (para Culicoides) emitida pelo Conselho de Gestdo do Patrimonio
Genético/Sistema Nacional de Gestao do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado CGEN/SISGEN.
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INTRODUCAO GERAL

Diversidade e diversificacao de espécies na regiio Neotropical

O periodo Paleogeno (entre 66 e 23 milhdes de anos atrds) compreende as épocas
Paleoceno, Eoceno e Oligoceno; ja o periodo Neogeno (entre 23 e 2,6 milhdes de anos atras)
compreende Mioceno e Plioceno. Ambos periodos caracteriza-se, principalmente, pela
ocorréncia de eventos paleogeogréficos relacionados a deriva continental, a orogenia andina,
ao fechamento do Istmo do Panamd ou a inundagdo das bacias Orinoco € Amazonas, entre
outros. Ja o Quaterndrio (a partir de 1,8 milhdes de anos atrds) congrega o Pleistoceno e o
Holoceno, e se caracteriza pela ocorréncia de eventos paleoclimaticos, com alternancia de
periodos glaciais e interglaciais e de regressoes e transgressoes marinhas. No Hemisfério Sul,
em ambientes terrestres, este ultimo periodo apresentou oscilagdes entre periodos secos e
umidos, com a expansdo e retragdo alternada de biomas florestados e nao-florestados,
coalescéncia em forma de refiigios e nova expansao (HAFFER, 1997). Em ambientes aquaticos,
por outro lado, as flutuacdes no nivel do mar alteraram os niveis de estrutura¢do populacional,
tanto de espécies de dgua salgada (LIU et al., 2007), quanto de espécies de 4gua doce JOWERS
et al., 2008).

A regido Neotropical constitui uma das regides biogeograficas com maior riqueza de
espécies (LIMA et al., 2018), apresentando cinco paises reconhecidos mundialmente como
megadiversos (MITTERMEIER, 1988; MITTERMEIER et al., 1997). Segundo Rull (2008)
existem trés principais hipdteses que buscam explicar a origem e diversificacao desta biota: (1)
a primeira prevé maior impacto das alternincias entre periodos glaciais e interglaciais que
ocorreram no Pleistoceno, (2) a segunda afirma que a maior parte das espécies atuais surgiram
no Paleogeno e Neogeno, antes das glaciagdes do Quaterndrio e (3) a terceira sugere uma
diversificacdo continua ao longo dos periodos Paleogeno, Neogeno e Quaterndrio, sem
diferencas significativas de especiacdo em cada periodo. Embora durante algum tempo, a
hipétese mais invocada para explicar a diversificacao Neotropical tenha sido a de formacao de
refligios, segundo a qual a aridez gerada pelas glaciacdes do Quaterndrio teria favorecido a
fragmentacdo de florestas em ilhas de savanas ou desertos, levando a especiaciao alopdtrica

(HOOGHIEMSTRA; VAN DER HAMMEN, 1998), dados de pdlen indicam que a floresta
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amazOnica nunca passou por periodos de aridez e fragmentagdo e que esteve florestada desde o
inicio do Pleistoceno (COLINVAUX et al., 2000). Isto fortaleceu a hipdtese de que espécies
Neotropicais apresentam uma origem predominantemente tercidria (COLINVAUX; DE
OLIVEIRA, 2001), e incentivou o debate sobre a idade das espécies neotropicais. Neste
contexto, a partir do uso de filogenética molecular e de metandlises, Rull (2011) concluiu que:
(1) um tema complexo como a diversificacao neotropical nao pode ser explicado em apenas um
intervalo de tempo e através de um ou poucos processos (2) tanto processos paleogeograficos
ocorridos no Paleogeno e no Neogéno quanto eventos paleoclimaticos ocorridos no Quaternério

parecem ter exercido papel crucial na origem da biodiversidade no Neotrépico.

Dentro desta perspectiva mais realista dos padroes de especiacao associados a origem
da biodiversidade Neotropical, sugere-se que a divergéncia de muitos clados tenha iniciado nos
periodos Paleogeno e Neogeno e continuado no Quaternario (RULL, 2011). Para alguns grupos,
no entanto, os eventos de especiacdo podem ter ocorrido predominantemente nos periodos
Paleogeno e Neogeno, enquanto para outros o Quaterndrio foi preponderante. Assim, por
exemplo, para corais, a maior parte dos eventos de diversificagdo sdo datados para periodos
pré-glaciais, enquanto para insetos, cerca de 75% das unidades evolutivas significativas (ESU
— Evolutionary Significant Units) estudadas apresentam origem Glacial (RULL, 2008). Essas
diferencas ocorrem devido a particularidades fisioldgicas, ecoldgicas ou até mesmo histéricas

e geograficas, que fazem com que espécies diferentes sofram graus de impacto diferentes.

Em comum, tanto as hipdteses de origem e diversificacdo Quaterndria quanto as de
efeito Neogeno e Paleogeno consideram predominantemente a ocorréncia de especiagcdo
alopatrica/parapdtrica. Neste sentido, enquanto no Mioceno e no Plioceno ocorreram mudancas
paleogeograficas que podem ter favorecido a ocorréncia de eventos de vicariancia (ZACHOS
et al., 2001), no Pleistoceno, a fragmentagc@o pode ter ocorrido como uma consequéncia direta
(reftgios) ou indireta [distdrbio-vicaridncia e migracdo altitudinal (NOONAN; GAUCHER,
2006)] das alteragdes climdticas. No entanto, fatores ecoldgicos também devem ser
considerados neste contexto, tanto pela possibilidade de especiacdo simpdtrica (BOLNICK;
FITZPATRICK, 2007), quanto de eventos de cladogénese positiva ou negativamente
dependentes de densidade ou até mesmo cascatas filogenéticas (FORISTER; FELDMAN,
2011; WEIR et al., 2006).
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Flutuagdes demogréficas, subdivisdes ou expansdes populacionais também podem estar
associadas a eventos paleo-geo-climdticos, deixando assinaturas importantes na diversidade
genética e nos padrdes evolutivos apresentados por diferentes populagdes ou espécies. Fatores
associados as flutuacdes climaticas do Quaterndrio, por exemplo, causaram efeitos
demograficos importantes em uma série de espécies Neotropicais, € assinaturas de expansao
para periodos glaciais ou interglaciais sdo comumente encontrados em espécies habitantes de
savanas ou florestas, respectivamente (FRANCO; MANFRIN, 2013; CENZI DE RE et al.,
2014). Em ambiente aquético, por outro lado, as flutua¢des no nivel do mar associadas as
oscilacdes climaticas do Quaterndrio alteraram os niveis de estruturacdo populacional de
espécies residentes em dgua salgada (ROMAN; PALUMBI, 2004), e em agua doce (JOWERS
et al., 2008). Neste caso, os efeitos da alternancia de periodos de conexdo e desconexdo entre
bacias podem ser evidenciados, por exemplo, nos padrdes de estruturagdo apresentados por
diferentes espécies de peixes de 4gua doce (BRUNO et al., 2015). Os efeitos das regressoes e
transgressoes marinhas sobre a PCRS (VILLWOCK; TOMAZELLI, 2007) também deixaram
assinaturas importantes em diferentes espécies de vertebrados, como peixes anuais da espécie
Austrolebias wolterstorffi (GARCEZ, 2016) e em roedores (QUINTELA et al., 2015; GIBBON,
2016).

Independentemente dos processos associados a origem de toda esta biodiversidade, é
consenso entre os especialistas que a maior parte das espécies Neotropicais permanece
desconhecida. Este cendrio € especialmente preocupante em face a atual crise de biodiversidade,
que evidencia uma aceleracdo nas taxas de extincdo de espécies em diferentes partes do globo
(GIAM et al. 2013). E, pois, fundamental que haja um maior investimento em taxonomia alfa,
que visa delimitar, descrever e nomear espécies. No entanto, em vista do impedimento
taxondmico relacionado a escassez de taxonomistas cldssicos e a grande demanda de tempo
para atividades relacionadas a descri¢ao de espécies (MOCZEK, 2010), € importante também
que novas alternativas sejam propostas com o intuito de promover um maior conhecimento da

nossa biodiversidade. O DNA Barcode é uma destas alternativas.
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DNA Barcode

A atual lacuna no conhecimento de nossa biodiversidade existe por vdrias razoes, mas estd
especialmente relacionada as limita¢des de amostragem, ao impedimento taxondmico, e a falta de
conhecimento da distribui¢cdo geogréfica de muitas espécies. A falta de dados de distribui¢do torna-
se mais sé€ria quando se considera espécies cripticas ou ndo descritas. Quando considerado no
contexto de a¢des antrdpicas em andamento (como por exemplo, a perda e a degradagao de habitat),
tal déficit de conhecimento pode mascarar "cripto-extingdes". Estas ocorrem quando as espécies se
extinguem antes de serem descobertas ou descritas (GIAM et al., 2013). Este problema ¢é
especialmente importante para grupos diversos e de tamanho corporal pequeno, como € o caso dos
insetos. Nestes grupos, a identificacdo muitas vezes € dificil, ndo s6 pela vasta diversidade de
espécies ndo descritas, mas também pela presenca de espécies cripticas. A estes fatores, somam-se
as dificuldades em atribuir caracteres diagndsticos a espécimes pertencentes a diferentes sexos ou
fases de vida, e a variabilidade intraespecifica apresentada por alguns individuos do mesmo sexo

no mesmo estdgio do ciclo de vida (MOCZEK, 2010).

A necessidade de identificacdo mais rdpida e eficiente de espécies, principalmente de
insetos, vai além das “cripto extingdes”. A utilizagdo de um método rapido e preciso de
identificacdo € necessério ndo apenas para solucionar questdes ligadas a biologia em geral. De fato,
a identificacdo rapida e acurada de espécies € importante na resolu¢cdo de questdes relacionadas a
saude (na identificacdo de espécies com importancia médica), a economia (na identificacdo de
pragas de agricultura e pecudria e no manejo de estoques) e a conservacdo de espécies (no
monitoramento ambiental, na identificacio de espécies invasoras, no manejo de fauna, no controle
do comércio ilegal de produtos bioldgicos ou espécies protegidas ou no trifico de animais

silvestres) (HEBERT et al., 2003).

O DNA Barcode € uma ferramenta excelente para a resolucao dessas questdes. A ferramenta
foi proposta em 2003 por Hebert et al., e consiste na amplificacdo de um pequeno fragmento de
DNA de 648 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade I (COI), que pode ser
utilizado como um “cédigo de barras” padronizado e tnico, capaz de identificar tanto espécies ja

descritas quanto auxiliar na delimitacdo e na descoberta de novas espécies (Fig. 1).

O principal pressuposto para a efetividade do DNA Barcode € existéncia de barcoding gap

(Figura 1), quando as distancias intraespecificas sio menores que as distancias interespecificas. A
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monofilia reciproca € o principal determinante para que o pressuposto ocorra. No entanto, é
importante considerar que o tamanho efetivo populacional (Ne) afeta a eficiéncia da técnica de
DNA barcode, pois afeta o tempo de coalescéncia entre os marcadores. Neste sentido, quanto maior
o tamanho efetivo populacional, maior o tempo de coalescéncia e menor serd a probabilidade de
que duas populacdes ou espécies apresentem monofilia reciproca. Além do tamanho efetivo, o
tempo desde a especiacdo € outro fator determinante na eficiéncia da técnica. De fato, espécies que
divergiram recentemente frequentemente apresentam polimorfismos ancestrais compartilhados,
devido ao fendmeno conhecido como incomplete lineage sorting. Por fim, € importante ainda
considerar que a existéncia de maiores niveis de estruturacdo populacional afeta diretamente a
diversidade intraespecifica (ORTIZ, 2010), levando, muitas vezes, a auséncia de um barcoding gap,

ou mesmo a monofilia reciproca entre agrupamentos populacionais.

Bl Intraespecifica/ [Jinterespecifica/
Coalescente Especiagao

barcoding

I!gap
B e

Sobreposigao

B. Distancia genética

Figura 1. Demonstracdo do Barcoding gap (A) quando as distancias intraespecificas sdo
menores do que as interespecificas ha a formac¢do de um “gap”. Quando as distancias
intraespecificas se sobrepdem as distancias interespecificas ndo héa a formagao de um “gap”
e a técnica de DNA Barcode pode ndo ser efetiva (B). Fonte daimagem: MEYER; PAULAY
(2005).
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A técnica de DNA Barcode vem sendo amplamente utilizada para identificacdo molecular
de diversos grupos de organismos, como insetos (MACHADO et al., 2017a), aranhas (BARRETT;
HEBERT, 2005), peixes (WARD et al., 2005), aves (HEBERT et al., 2004) e mamiferos (ROBINS
et al., 2007), chegando a taxas de eficiéncia de até 95%. Porém, ha alguns estudos que sugerem
uma eficiéncia menor da técnica, como em lepidopteros (KANDUL et al., 2004) e dipteros (MEIER
et al., 2006). Estas divergéncias nas taxas de eficiéncia do DNA barcode podem ser explicadas por
incongruéncias nas identificacdes morfolégicas, devido a ambiguidades nas chaves de
identificacdo, pela falta de taxonomistas capacitados para identificacio morfoldgica de alguns
grupos, pela existéncia de espécies fenotipicamente polimoérficas (quando o niimero de espécies é
superestimado) ou até mesmo pela ocorréncia de espécies cripticas (quando o nimero de espécies

€ subestimado), o que é bastante comum entre insetos (ORTIZ, 2010).

Por outro lado, artefatos relacionados a amplificacio de pardlogos nucleares de genes
mitocondriais (numt’s) podem levar a superestimativa do real nimero de espécies (SONG et al.,
2008; VYSKOCILOVA et al., 2018; TAY et al., 2017), enquanto varreduras seletivas associadas a
um “efeito carona” de genes mitocondriais para com endossimbiontes citoplasméticos (como a
bactéria Wolbachia) podem levar a uma subestimativa do ndimero de espécies (YASSIN et al.,
2010). Neste contexto, torna-se cada vez mais importante a utilizacdo de marcadores multiplos,
com heranca independente, em associagdo com diferentes caracteristicas morfoldgicas ou
ecoldgicas. Essa associacao de perspectivas € denominada taxonomia integrativa, € vem sendo cada
vez mais defendida (JOSHI; AGARWAL, 2021; DAGLIO; DAWSON, 2019) e difundida
(GARRAFONI et al., 2019; RIBEIRO et al., 2017). Além de evidenciar potenciais artefatos
relacionados a aplicacdo da técnica de DNA Barcode, o uso concomitante de diferentes marcadores
pode ser fundamental para diferenciar casos de especiacdo de situagdes envolvendo niveis mais

pronunciados de estruturaciao populacional.

Estruturac¢ao Populacional
Estruturacdo populacional é o processo de subdivisio de uma populacio em

subpopula¢gdes menores, onde ocorrem os cruzamentos (HARTL; CLARK, 2010). Cinco
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principais forcas evolutivas atuam quando uma populagdo se encontra subdividida: mutacao,
recombinac¢do, migracdo ou fluxo génico, sele¢do natural e deriva genética. A migracdo ¢é a
for¢a evolutiva responsdvel por manter a homogeneidade genética entre as subpopulagdes
através da troca de alelos realizada pelos individuos migrantes. Quando uma subpopulagao esta
geograficamente isolada das demais, a mutac@o e a recombinag@o tornam-se as Unicas forcas

evolutivas capazes de levar ao surgimento de novos alelos (GRIFFITHS et al., 2013).

Segundo Hartl e Clark (2010), quando a populacao se encontra subdividida e isolada, as
frequéncias alélicas das subpopulagdes sdo alteradas, de forma que a diferenciacio entre elas é
aumentada devido a agdo da selecdo natural a favor de diferentes gendtipos em cada
subpopulac¢do ou devido a processos aleatdrios que interferem na transmissao de alelos de uma
geracdo para a seguinte. Além disso, o aumento nos niveis de endocruzamento em cada
subpopulagdo acaba aumentando os niveis de homozigosidade e reduzindo a heterozigosidade
geral da populacdo. Muitas vezes, no entanto, algum nivel de fluxo génico € mantido entre o
conjunto de subpopulagdes, quando os cruzamentos sdo controlados por mecanismos de
isolamento por distincia. Neste caso, os organismos tendem a reproduzir com individuos
geograficamente mais proximos, o que altera as frequéncias alélicas e genotipicas das
populacdes, levando a uma correlagdo entre os niveis de estruturacdo populacional e as

distancias geogréficas entre as subpopulacdes (GRIFFITHS et al., 2013).

Em ultima anélise, a estrutura¢ao populacional pode ocasionar a ocorréncia e especiacao
parapatrica ou alopatrica (RIDLEY, 2006). Especiacdo parapatrica (Figura 2) ocorre, por
exemplo, quando drésticas alteracdes ambientais ocorrem em uma regido geografica continua
durante tempo suficiente para criar isolamento genético das populagcdes adjacentes. Especiacao
alopatrica e vicariancia (Figura 3) ocorrem quando uma populagdo é fragmentada devido ao
surgimento de uma barreira fisica natural. Neste dltimo caso, fatores histéricos ou geogréficos
sdo comumente considerados os principais promotores de diversificagio (HAFFER, 1997).
Entre estes fatores, destacam-se: (1) vicaridncia tectonica, quando uma populagcdo endémica
ancestral € subdivida devido a eventos tectonicos (CRACRAFT; PRUM, 1988); (2) reftgios
decorrentes de alteracdes paleoclimaticas, mais conhecido como a hipdtese de reftigios, que
sugere a alterndncia entre periodos de retragcdo/vicariancia e expansdo populacional ao longo
dos ciclos glaciais e interglaciais associados ao Quaterndrio como uma importante promotora
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de diversificacio (HAFFER, 1969); (3) o efeito de rios como barreiras ao fluxo génico entre

populagdes de espécies terrestres (PELLEGRINO et al., 2005) ou de istmos como barreiras ao

fluxo génico entre populagdes marinhas (GARCIA-RIOS et al., 2014); (4) gradientes

ecoldgicos que fazem com que a diferenciacdo das espécies ocorra em dreas adjacentes, quando

houver um limite ambiental acentuado entre elas (ENDLER, 1977).

Populagao ancestral

O

Inicio do processo de

especiacao por uso de
nichos diferentes

Isolamento reprodutivo das
populagdes, que agora ocupam
nichos adjacentes

Figura 2. Esquema do processo de Especiagdo Parapdtrica (Fonte: MELLO et al., 2012).
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fluxo génico . .
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Muitas gerag¢des depois sem fluxo génico
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completo

Duas populagoes
tém fluxo génico

Fluxc génico é interrompido
por uma barreira geografica e
tipos varidveis surgem em cada
populagao

Deriva e pressoes seletivas causam
divergéncia entre 0s pools genéticos
que estao isolados

Isolamento reprodutivoentre as
populagées, sem contato
secundatiopor muito tempo pode
causar especiagao

Figura 3. Esquema do processo de Especiacdo Alopatrica (Fonte: MELLO et al., 2012).
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Como o processo de estruturagdo populacional pode culminar em especia¢do, muitas
vezes ¢ dificil tracar o limiar entre ambos os processos. Neste sentido, conceitos alternativos
como o de Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) (MORITZ, 1994) ou simplesmente
o uso do termo “linhagem” vem sendo cada vez mais empregados. O uso destas alternativas
tem revelado a presenca de niveis crescentes de complexidade em diferentes componentes de
nossa biota (GARCEZ et al., 2018; CASACCI et al., 2013). Dentro do contexto da presente
tese, destacamos os insetos, que constituem um grupo dominante da biodiversidade global,
tanto pela riqueza de espécies e pela ampla distribui¢do, quanto pela presenca de variados niveis
de estruturac@o populacional até mesmo entre espécies que co-ocorrem em uma mesma area

(CENZI DE RE et al., 2014; MACHADO, 2017b; MOREIRA, 2020).

Insetos

Até 2005 foram descritas 1.004.898 espécies de insetos, apesar da estimativa total
atingir mais de 5 milhdes (SCUDDER, 2009). Insetos sdo considerados componentes-chave de
qualquer ambiente, seja terrestre ou aquatico, por possuirem um papel ecologico importante na
ciclagem de nutrientes, na polinizacdo de plantas, na dispersdo de sementes, no controle
bioldgico de outros organismos e na regulacdo da abundancia de plantas com flores, além de
serem fonte de alimento para diversas espécies (MAJER, 1987; BRUES, 1946). Dez ordens de
insetos estdo associadas a ambientes aqudticos: Trichoptera, Plecoptera, Ephemeroptera,
Odonata, Megaloptera, Neuroptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Hemiptera. Destes, os
dois udltimos grupos representam uma porcentagem importante da diversidade de insetos

aquéticos.

Diptera

A ordem Diptera € considerada a maior ordem de insetos, com cerca de 150.000 espécies
distribuidas em quase todos os tipos de ambientes (YEATES et al. 2007). As formas larvais sdao
caracterizadas pela auséncia de apéndices articulados e os adultos sdo caracterizados pela

reducdo do segundo par de asas em halteres, o que d4 nome ao grupo (“Diptera” = um par de
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asas) (HAMADA et al, 2014). Diptera estd divido em duas subordens: Brachycera
caracterizados por antenas curtas e Nematocera caracterizados por antenas longas, geralmente

com mais de seis segmentos. Sao representados, respectivamente, por moscas € mosquitos.

Nematocera (Ceratopogonidae)

A subordem Nematocera inclui os mosquitos e maruins, insetos holometdbolos cujo
ciclo de vida inclui as fases de ovo, até seis estdgios larvais, pupa e adulto. As larvas podem ser
aqudticas ou semi-aqudticas. Dentro desta subordem, a familia Ceratopogonidae estd inclusa na
Infraordem Culicomorpha e compreende as espécies conhecidas como “maruins”, “meruins”
ou “mosquitos-pdlvora”. H& registros de fosseis em ambar de representantes de
Ceratopogonidae que datam de 17 a 121 milhdes de anos (BORKENT; SPINELLI, 2007).
Caracterizam-se pelo porte pequeno a médio (1-3mm), largura da asa de 0,4-7,0mm, ocelos
ausentes, antenas com 13 flagelomeros, sendo que, nos machos, estas apresentam-se plumosas.
As fémeas podem apresentar mandibulas denteadas, anepisterno dividido em por¢des anterior
e posterior por meio da fenda anepisternal e pds-noto sem sulco médio longitudinal. As asas
apresentam de 1 a 2 veias radiais com duas ramifica¢cdes que chegam até sua margem. Sao
sobrepostas sobre o dorso abdominal em repouso. As pernas anteriores sdo mais curtas que as
posteriores, sendo que o primeiro tarsomero das pernas € igual ou mais longo do que o segundo.
Esta familia contém cinco subfamilias, 127 géneros e 6.298 espécies, das quais quatro
subfamilias (Leptoconopinae, Forcipomyiinae, Dasyheleinae e Ceratopogoninae), 31 géneros e

424 espécies sdo encontradas no Brasil (HAMADA et al., 2014).

Culicoides

Entre as espécies que compdem a familia, o género Culicoides (Figuras 4 e 5) representa
as espécies com importancia médica, veterindria e, consequentemente, econOmica. Sao
altamente adaptados a diferentes habitats, hemat6fagos e vetores de protozodrios, nematdides e
virus, disseminando doengas que acometem humanos e animais. S@o responsiveis pela
transmissdo de virus dos géneros Flavivirus, Alphavirus, Orthobunyavirus, Nairovirus,

Phlebovirus e Orbivirus (CARPENTER et al., 2013; MARTINEZ-DE LA PUENTE et al.,

29



242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

258

2015). As principais doengas transmitidas por este grupo sdo: 1) Bluetongue, doenga que
acomete principalmente ovelhas, mas também bovinos, cabras, bufalos, veados, dromedarios e
antilopes. Caracteriza-se por uma infeccdo aguda com quadro febril, congestao e edema das
vias aéreas, inflamacgdo das unhas, inchaco e coloracdo azul na lingua, condicao que dd nome a
doencga (CASTELLON; VERAS, 2015). Geralmente apresenta-se de maneira assintomatica no
gado, mas quando acomete fémeas gravidas provoca abortos e até a morte da fémea e do feto;
2) Peste Equina Africana, que afeta cavalos, burros, mulas e zebras, mas eventualmente pode
afetar caes. As formas mais graves da doencga geralmente sao apresentadas por cavalos e mulas,
diferentemente das zebras que podem permanecer assintomdticas e sdo consideradas
reservatérios naturais da doenca na Africa. Apresenta quatro quadros clinicos: forma pulmonar,
cardiaca, mista e febril. Pode levar a morte sibita (ROVID, 2015); 3) Febre Oropouche, que
afeta humanos, é caracterizada por um quadro febril, tonteira, dores corporais leves, arrepios,
dores de cabeca, fotofobia, conjuntivite, nduseas, vomitos, diarreia, tosse e coriza; raramente
leva a 6bito (PINHEIRO et al., 1981). Além da transmissdo de doengas, a picada pode causar
um importante desconforto incluindo dor local, edema, coceira intensa e sensacdo de

queimadura (FORANTINNI, 1957).
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Figura 4. Culicoides bambusicola 3. Foto por: Thaisa Bozzetti.

2° Célula radial

Figura 5. Culicoides venezuelensis, asa da fémea mostrando venagao e células (Fonte:
CASTELLON; VERAS, 2015).
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O ciclo de vida consiste em estdgio de ovo, que geralmente dura de 2 a 10 horas, mas
também podem entrar em laténcia por dias ou meses, quando expostos a condi¢cdes ambientais
adversas (DIAZ et al., 2005); quatro estdgios larvais vermiformes que podem durar dias ou
meses e dependem principalmente da temperatura ambiental; estdgio de pupa que pode durar
horas e, finalmente, emergir o adulto de coloracao clara que, apds 24h, altera sua coloragcao
devido ao processo de esclerotiza¢do. Em geral, o macho emerge antes da fémea e seu

esperma estd pronto para reproducio 24h apés a eclosio (CASTELLON; VERAS, 2015).

Culicoides estd incluso na tribo Culicoidini, que pertence a subfamilia Ceratopogoninae.
A taxonomia de Culicoides vem sendo discutida desde 1937, com o trabalho de Root e
Hoffman, que agruparam as espécies do género em duas séries: A e B, sendo seguida por Wirth
(1952). Apds, Khalaf (1954), Fox (1955), Forattini (1957), Borkent & Wirth (1997) e Borkent
& Spinelli (2000) sugeriram outras subdivisdes do género em subgéneros e grupos, até que no
trabalho de Borkent & Spinelli (2007) foi sugerida a divisdo do género Culicoides em 14
subgéneros (Amossovia, Anilomyia, Beltranmyia, Cotocripus, Culicoides, Diphaomyia,
Drysmodesmyia, Glaphiromyia, Haematomyia, Hoffmania, Macfiella, Mataemyia, Oecacta e
Psychophaena), 13 grupos (acotylus, carpenteri, daedalus, dasyophrus, eublepharus, fluvialis,
leoni, limai, monticola, pachymerus, reticulatus, stigmalis e stonei) e mais algumas espécies

sem grupos definidos.

As técnicas de identificacdo variam entre caracterizacdo do padrdo de manchas ou
maculas das asas (comprimento e relacdo costal da asa) (Figura 6); forma e comprimento do 3°
segmento do palpo e variabilidade do 6rgdo sensorial do 3° segmento do palpo maxilar;
separacdo dos olhos; relacdo de probdscide/cabeca; coloragdo das patas, comprimento dos
segmentos tarsais e nimero de cerdas no pente tibial; coloracao do térax e dos halteres; nimero,
comprimento e forma das espermatecas e forma da genitdlia masculina (CASTELLON;
VERAS, 2015). Estas andlises requerem bastante tempo para uma identificagao precisa a nivel
de espécie, e sdo consideradas pouco efetivas na diferenciacdo entre espécies dentro dos
complexos de espécies. Além disso, sdo extremamente tediosas, € podem ndo funcionar tao bem
com espécies proximas, o que pode ocasionar em erros € gaps de identificagdes (LIU et al.,

2018).
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Devido a importancia médica, veterindria e econdmica que as espécies de Culicoides
apresentam, ¢ de suma importincia que a identificacdo das espécies seja precisa e rdpida, até
mesmo para que haja um controle dos surtos de doencas em criagdes agropecudrias e
comunidades. Ferramentas moleculares associadas a andlise de caracteres morfolégicos

parecem ser excelentes ferramentas para simplificar este processo.

Ordem Hemiptera: Subordem Heteroptera

Hemiptera é constituida por aproximadamente 89 mil espécies descritas, divididas em
quatro subordens: Auchenorrhyncha e Sternorrhyncha (“Homoptera” = parafilético),
Coleorrhyncha e Heteroptera (CARVER et al., 1991). Esta tltima € a maior e mais diversa
subordem, apresentando cerca de 38.000 espécies descritas, das quais 5.000 estdo presentes em
meio aquatico (POLHEMUS; POLHEMUS, 2008). A sinapomorfia que d4 nome ao grupo € a
presenga de um “hemiélitro tipico”, porém esta caracteristica ndo é encontrada em algumas
espécies, representando uma ideia tradicional entre antigos especialistas (SCHUH; SLATER,
1995; NIESER; MELO, 1997). Outras caracteristicas do grupo sdo: 1) condi¢ao prognata com
o labio inserido bem a frente do prosterno, devido a presenca de uma regiao gular esclerosada
na parte ventral da cabeca; 2) reducdo do nimero de veias alares; 3) presenca de um complexo
aparato de glandulas de cheiro, ventral nos adultos e dorsal nas ninfas (CARVER et al., 1991)
e 4) reducdo do tentério (FORERO, 2008).

Heteroptera apresenta espécies distribuidas ao longo de todo globo, com excecdo da
Antértida, e é dividida em sete infraordens: Enicocephalomorpha, Dipsocoromorpha,
Cimicomorpha, Pentatomomorpha, Leptopodomorpha, Gerromorpha e Nepomorpha (SCHUH;
SLATER, 1995). Os trés ultimos grupos sdo encontrados em meio aqudtico, seja nas margens
dos corpos d’dgua, como € o caso dos Leptopodomorpha, ou através de espécies
verdadeiramente aqudticas, que em Gerromorpha permanecem na superficie da dgua, e em
Nepomorpha habitam o fundo ou a coluna d’agua (HAMADA et al., 2014). Em relagdo ao ciclo
de vida, possuem desenvolvimento hemimetdbolo, apresentando normalmente cinco estagios

de ninfa que se assemelham aos adultos, porém sao menores, sem distingdo de genitdlia e sem
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asas. Ainda assim, as ninfas compartilham o mesmo hébitat e comportamento que os adultos

(WILLIAMS; FELTMATE, 1992).

Nepomorpha

Os representantes dessa infraordem possuem adaptacdes morfoldgicas ao meio
aqudtico, seja para ambientes l€nticos, 16ticos ou até mesmo para praias costeiras
(MCCAFFERTY, 1981). Estas adapta¢des incluem a presenca de antenas curtas e escondidas
sob os olhos (MAHNER, 1993; SCHUH; SLATER, 1995), que podem funcionar como 6rgaos
de equilibrio, entrando em contato com a bolha de ar abaixo dos olhos e percebendo as
alteracdes de posicao pelos 6rgaos de Johnston (NIESER; MELO 1997) e a presenca de pernas
posteriores em formato de remos para natagdo. Além destes, outros caracteres também definem
a infraordem: rostro geralmente pequeno e robusto, com trés ou quatro segmentos; pronoto
longo, cobrindo o0 meso e metanoto e escutelo sempre exposto (PANIZZI; GRAZIA, 2015). O
tamanho corporal varia entre Imm (Pleidae e Helotrephidae) a 130 mm (Belostomatidae). Sao
excelentes predadores de tocaia, permanecendo entre a vegetagdo, como ocorre com espécies
de Belostomatidae (PEREIRA; MELO, 1998). A Regido Neotropical abriga a maioria das
espécies deste grupo (730 das mais de 2.300 espécies descritas para os 133 géneros)

(POLHEMUS; POLHEMUS, 2008).

Segundo Schuh e Slater (1995), este grupo apresenta polimorfismo alar, onde individuos
de uma mesma espécie podem ser macropteros (presenca de asas e musculos para voo bem
desenvolvidos) ou braquipteros (presencga de asas reduzidas ou ndo funcionais). Neste caso, o
polimorfismo alar é determinado através da regulacdo do hormonio juvenil e ecdisona (ZERA;
DENO, 1997), sendo sua frequéncia diretamente proporcional a diversidade de habitats
(VEPSALAINEN, 1973) e a densidade de individuos. Este tltimo fator parece ser uma
adaptacdo importante para evitar competicdo (PAJUNEN; JANSSON, 1969), com ambientes
tempordrios apresentando maior razdo de individuos alados e ambientes permanentes
apresentando maior razio de individuos braquipteros (VEPSALAINEN, 1973). A migracio
destes individuos ocorre principalmente através do voo, cuja frequéncia varia no espago ou no

tempo (VEPSALAINEN, 1973) ou mesmo em funcéo da atividade reprodutiva. Neste dltimo
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aspecto, fémeas tendem a perder a habilidade de v6o para melhor alocacdo de recursos para
producdo de ovos, o que ndo ocorre com machos, onde o voo aumenta a probabilidade de

encontrar uma parceira (ROFF, 1990).

Estas caracteristicas tornam os heteropteros excelentes modelos para estudos
filogeograficos, principalmente de um ponto de vista comparativo. Como o polimorfismo alar
em heterOpteros aumenta de acordo com o tipo de habitat, as drasticas mudangas geoldgicas e
climéticas que ocorreram no Neotropico devem ter exercido influéncias distintas entre espécies
de Nepomorpha, tornando os heterépteros aquéticos excelentes modelos para estudos de

estruturacao populacional.

Belostomatidae

Conhecidos como Eletric Light Bugs por serem atraidos pela luz elétrica, sdo
proximamente relacionados com Nepidae, com os quais compartilham similaridades na
genitalia masculina, com o dpice do falo totalmente esclerotizado, nos apé€ndices respiratorios,
e na musculatura abdominal (LAUCK; MENKE, 1961). O monofiletismo de Belostomatidae é
corroborado pela presenca de sifdes respiratorios retriteis, uma sinapomofia desta familia
(CHINA, 1955; LAUCK; MENKE, 1961). Sdo excelentes predadores de tocaia e alimentam-
se de uma variedade grande de recursos como larvas de insetos (CONSOLI et al., 1989;
PEREIRA et al., 1991), anuros (HINSHAW; SULLIVAN, 1990) e até alevinos de peixes. De
fato, estas espécies podem infestar criadouros de peixes, apresentando importancia econdmica.
Em Belostomatini, a fémea faz a oviposi¢ao dos ovos no dorso do corpo do macho (Figura 6)
(USINGER, 1968), para evitar que os ovos sejam predados, € também para aumentar a

oxigenacgdo dos ovos devido aos movimentos que o macho faz com as pernas posteriores.
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Figura 6. Macho de Belostomatidae carregando os ovos no dorso (Foto: Tom D.

Schultz).

A familia € composta por trés subfamilias: Belostomatinae com seis géneros
(Belostoma, Diplonychus, Hydrocyrius, Limnogeton e Abedus e Weberiella); Lethocerinae
(incluindo os géneros Lethocerus, Kirkaldyia e Benacus) e Horvathininae (com um género
cada: e Horvathinia, respectivamente). A maioria dos estudos filogenéticos para a familia
utilizou apenas caracteres morfoldgicos, exceto o estudo de Ribeiro et al. (2017) que utilizou
uma abordagem multi-locus associada a uma andlise de caracteres morfoldgicos (Figura 7).
Este estudo resolveu algumas questdes entre as subfamilias, como a divisdo entre Lethocerinae
e Belostomatinae (incluindo Horvathinia) em dois grupos monofiléticos. O posicionamento de
Weberiella como grupo irmao de Abedus, além da reformulagdo de Belostomatini e a monofilia
de Diplonychini trib. Nov. (Appasus + Diplonychus) foram recuperados com alto suporte.
Apesar deste trabalho ter resolvido uma série de questionamentos importantes dentro da familia,
outras relacdes filogenéticas continuam em discussdo, como aquelas apresentadas entre

espécies de Belostoma.
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Figura 7. Filogenia recuperada por Ribeiro et al. (2017) em uma abordagem integrativa

associando caracteres morfoldgicos a uma andlise molecular multi-locus.

O género Belostoma é o mais especioso em Belostomatidae, compreendendo 74
espécies, 46 das quais ocorrem no Brasil (MOREIRA et al., 2011). Em geral, o género
compreende organismos de dificil identificagdo morfoldgica, devido a falta de chaves de
identificacdo que abranjam ambos os sexos. Além disso, como o falo € a estrutura taxondmica
geralmente usada para a identificacdo de espécies morfologicamente semelhantes, hd uma
dificuldade inerente na identificacdo de fémeas e ninfas. Esses fatores, juntamente com a

variabilidade intraespecifica, tornam o género um alvo de grandes incongruéncias taxondmicas.
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Belostoma € tradicionalmente subdividido em 16 grupos distribuidos em trés agrupamentos de
acordo com as categorias de tamanho corporal (LAUCK, 1962): espécies grandes (26,0 a 50,0
mm de comprimento), espécies de tamanho médio (15,5 a 26,0 mm de comprimento) e espécies
pequenas (9,5 a 22,0 de comprimento). Entre eles, os grupos Belostoma testaceopallidum sensu
LAUCK (1963) (3 spp.) e Belostoma dentatum sensu Ribeiro et al. (2017) grupos (17 spp.) sdo
considerados de grande porte; os grupos Belostoma bifoveolatum sensu LAUCK (1964) (3 spp.)
e Belostoma flumineum sensu LAUCK (1964) (4 spp.) abrangem espécies de tamanho médio;
e os grupos Belostoma oxyurum sensu RIBEIRO; ESTEVEZ (2009) (7 spp.), Belostoma
plebejum sensu RIBEIRO; ALECRIM (2008) (7 spp.) € Belostoma denticolle sensu ESTEVEZ;
POLHEMUS (2001) (4 spp.) sdo de tamanho pequeno.

Dada a alta diversidade e complexidade morfoldgica de Belostoma e de Culicoides, as
ferramentas de avaliagdo molecular provavelmente fornecerdao informacodes tteis para resolver
questdes taxondmicas. O DNA Barcoding, por exemplo, pode contribuir significativa para essa
tarefa, ao permitir a identificacdo de espécies descritas e ndo descritas por meio de um pequeno
fragmento de DNA que, em ultima andlise, funciona como um “codigo de barras” (HEBERT
et al., 2003). Além disso, embora ambos os géneros sejam abundantes na regido Neotropical,
os padrdes de diversidade genética associados a sua distribui¢do ainda ndo foram estudados em
detalhes, levando a expectativa de altos niveis de estruturagdo populacional e at¢é mesmo
diversidade criptica, em alguns casos, contrastados pela homogeneidade imposta por altos
niveis de fluxo génico em outros. Por fim, o sequenciamento de diferentes marcadores
moleculares com vistas a identificagdo ou a delimita¢do de espécies também deve permitir a
geracdo de dados importantes para a inferéncia das relagdes filogenéticas entre espécies. Em
todos os casos, para esta tese, os diferentes questionamentos foram direcionados
majoritariamente para espécimes/espécies coletadas no Bioma Pampa, em especial, na

Provincia Costeira do Rio Grande do Sul.

Bioma Pampa
Também chamado de Campos Sulinos, este bioma estd presente em trés paises da

América do Sul: Argentina (Buenos Aires, La Pampa, Santa Fé, Entrerrios e Corrientes), na
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Republica Oriental do Uruguai e no Brasil. Neste ultimo pais, o Bioma Pampa ocorre apenas
no estado do Rio Grande do Sul, onde representa cerca de 63% do territério. Este bioma é
bastante explorado para fins pecudrios, destacando-se como a regido responsavel pela maior

producdo pecudria brasileira a longo dos tltimos 300 anos.

O Bioma Pampa é formado por um mosaico de formagdes ecoldgicas, tendo como
principais formagdes os campos, matas ciliares (de galeria), capdes de mato e matas de encostas
(SUERTEGARAY; SILVA, 2009). O clima temperado influencia na paisagem do Pampa, com
frentes frias frequentes chegando entre junho e setembro. Neste periodo, registram-se as
temperaturas mais frias do ano, que chegam a 0°C e contrastam com a temperatura encontrada
nos meses de dezembro a marco, que atingem médias de 24°C (SUERTEGARAY, 1998). As
precipitacdes variam entre 1.250 e 1.500 mm, nao havendo uma estacdo seca (CORDEIRO;
SOARES, 1977). A vegetacdo de crescimento secunddrio (lenhosas de porte arbdreo e
arbustivo, como matas de galeria e ciliares) sobre um tapete campestre € favorecida pelo clima
umido caracteristico. A vegetacao prostrada (gramineas) também compde a paisagem do Bioma

Pampa.

No que se refere a hidrografia, o Bioma Pampa € constituido principalmente por duas
bacias hidrogréficas: a bacia hidrografica Costeira do Sul e a bacia hidrografica do Rio da Prata
(SUERTEGARAY; SILVA, 2009). Os principais rios s@o Rio Uruguai, Rio Santa Maria, Rio

da Prata, Rio Jacui, Rio Ibicui e Rio Vacacai.

Geomorfologia do Bioma Pampa

O Bioma Pampa encontra-se subdividido em cinco regides geomorfoldgicas: a
Campanha, a Formacao Botucatu, a Depressdo Central, a Serra do Sudeste e a Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul (PCRS). Cada uma destas regides apresenta formagdes e topografias
distintas, que caracterizam ambientes propicios ao desenvolvimento de fitofisionomias

levemente diferenciadas (SUERTEGARAY; SILVA, 2009).

Segundo Ab’Saber (1969), a Campanha € uma regido interplandltica tipica, que varia de

200 a 220 m de altitude nas margens e de 140 a 180m no centro. Teve origem de uma estrutura
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geoldgica regional homoclinal, aplainada e desgastada pela rede hidrografica do Rio Jacui e
pelo Rio Santa Maria. E caracterizado pela presenca de ondulacdes no solo, denominadas de

“coxilhas”, que se formaram devido a umidificagdo do clima.

A formacgdo Botucatu tem formacdo Mesozodica (Tridssico), com 220 milhdes de anos,
sendo constituida por arenitos resultante da deposi¢ado edlica, que se estendem por toda a Bacia
do Paranad. Neste momento, a paisagem do RS era dominada por planicies com pequenas
ondulacdes e grandes, mas rasos corpos d’agua, que frequentemente representavam refligios
para a sobrevivéncia de diferentes espécies (HOLZ, 1999). O clima era érido, intercalado por
chuvas torrenciais que formavam grandes enchentes. Esta paisagem sofreu grandes mudancas
por meio dos movimentos tectonicos e pelo vulcanismo de fissuras em toda a bacia do Paran4,
onde iniciou a fragmentacdo da Pangeia. Assim, devido ao aquecimento climdtico, paisagens
de lagos e rios do Tridssico deram lugar aos sedimentos de origem edlica. Do periodo vulcanico
teve origem as paisagens planas totalmente formadas por basalto, que hoje recebem o nome de

Serra Geral e compoe o Planalto Meridional.

A Depressao Central situa-se no Escudo Granitico, com altitudes variando entre 40-
200m. E o dominio de sedimentos gondwAnicos e consiste em amplas planicies aluviais e
coxilhas sedimentares. As dreas planas sdo utilizadas para o plantio de arroz e agropecudria,
enquanto as demais dreas sdo utilizadas para agricultura diversa (trigo, soa, milho, mandioca,

etc.) (BOLDRINI, 1997).

A Serra do Sudeste, também conhecida como Escudo Sul-Riograndense, ¢ uma regiao
fortemente ondulada, com altitudes variando entre 200 a 500m. E a regiio mais antiga do
estado. O substrato € constituido principalmente por granito, mas também por gnaisse, arenito
e sedimentos. A vegetacdo € representada pela floresta estacional semi-decidual associada a

savana (BOLDRINI, 1997).

A Planicie Costeira formou-se desde o Tridssico, mas foi bastante retrabalhada,
especialmente em sua drea mais a leste, durante o periodo Quaterndrio, quando ocorreram ciclos
transgressivos-regressivos do nivel do mar (ver pdg. 40; linhas 512-519). Esta regido
geomorfoldgica corresponde a uma faixa arenosa constituida por corddes de lagunas e lagoas,

que se estendem de Torres a Santa Vitéria do Palmar.
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A provincia costeira do Rio Grande do Sul

Embora a maior parte do debate acerca da origem da biodiversidade Neotropical esteja
centrada nos periodos Paleogeno, Neogeno e Quaterndrio, eventos geoldgicos anteriores
estabeleceram os alicerces para esta evolucdo. A regido costeira do Brasil Meridional ou
provincia costeira do Rio Grande do Sul, por exemplo, vem sendo trabalhada desde o inicio do
Tridssico, ha cerca de 250 a 200 milhdes de anos, quando nas margens continentais da América
do Sul e da Africa (CESERO; PONTE, 1997) ocorreu o grande evento tectonico conhecido
como Reativacdo Wealdeniana, que fez com que surgisse, através do processo de rifting, uma
grande bacia alongada longitudinalmente, chamada de Depressdo Afro-Brasileira. Eventos
posteriores a este culminaram na formacdo da costa Atlantica, que tem origem Jurdssica
(RIBEIRO, 2006), e na separacdo completa dos continentes africano e sul-americano, que
ocorreu ha cerca de 98 a 93 milhdes de anos atras (fim do Cretaceo médio) (CESERO, PONTE,
1997), com o dpice das atividades magmaticas no Eoceno e no Oligoceno. O desenvolvimento
posterior desta regido costeira foi condicionado pela dindmica global, envolvendo
principalmente a tectonica de placas, o clima e as variacdes do nivel do mar, e pela dindmica
costeira, envolvendo os ventos, as ondas e as correntes litordneas que atuam diretamente na

transformacgao da morfologia das praias arenosas (VILLWOCK; TOMAZELLI, 2007).

Com relagdo a tectonica de placas, como a costa pacifica da América do Sul encontra-
se sobre uma margem continental ativa com intensa atividade tectOnica e vulcénica (resultado
do cavalgamento da placa Sul-Americana sobre a Placa de Nazca), grande quantidade de
material detritico acaba sendo levado para a costa atlantica, que € mais baixa e estd situada
sobre uma margem continental passiva (VILLWOCK; TOMAZELLI, 2007). O acimulo de
sedimento proveniente da costa pacifica auxilia no desenvolvimento de extensas planicies
costeiras na costa atlantica, em especial em sua por¢do sul, que é marcada por grande calma
tectonica, e caracterizada por um complexo de barreiras arenosas, campos de dunas e lagunas.
Do ponto de vista climético, entretanto, ao longo dos dltimos dois milhdes de anos, a evolugao
desta regido vem sendo bastante afetada pelas variacdes ciclicas na temperatura da terra,
conhecidos como ciclos de Milankovitch, que geram oscilagdes no nivel do mar de acordo com

as mudancas orbitais e axiais da Terra (IMBRIE et al., 1992).
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A Provincia Costeira do Rio Grande do Sul € composta por dois grandes
compartimentos geomorfolégicos: as Terras Altas, que agrupam parte do Escudo Sul-Rio-
Grandense, da Depressiao Central Gatcha e do Planalto das Araucérias; e as Terras Baixas, que
agrupam a Planicie Costeira e a Plataforma Continental. Através da dindmica costeira, as Terras
Altas frequentemente movimentam sedimentos para as Terras Baixas (VILLWOCK;

TOMAZELLLI, 2007).

A Planicie costeira do Rio Grande do Sul

A Planicie Costeira do Rio Grande do Sul (PCRS) € constituida por uma ampla area
sedimentar que se estende por 640 km, desde o municipio de Torres até a Barra do Chui. Esta
localizada sobre o Cinturao Dom Feliciano, entre os cratons Rio da Prata (metade Sul do estado)
e Luiz Alves (no limite do RS com SC). Possui ampla variabilidade de ambientes, como

campos, banhados, lagoas, dunas, marismas e uma extensa praia arenosa (GIANUCA, 2009).

A formagdo da PCRS comecou no periodo Neogeno, com a acumulacio de sedimentos
de processos gravitacionais, como a queda livre de blocos, o rastejamento e o fluxo de detritos,
que formaram um sistema de leques aluviais ao longo da margem oeste da planicie. Este
acumulo de sedimentos foi sendo retrabalhado durante o periodo Quaterndrio, através da
influéncia de sucessivos ciclos transgressivos-regressivos decorrentes das variacdes do nivel do
mar durante as tltimas quatro glaciac¢des, levando a formacao dos quatro sistemas deposicionais
do tipo laguna-barreira (Figura 8). Destes, os trés primeiros foram formados durante o
Pleistoceno e o ultimo, mais recente, foi formado durante o Holoceno (TOMAZELLI,

VILLWOCK, 2005).
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Figura 8. Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, com detalhamento de sua formagao histérica.
Adaptado de VILLWOCK; TOMAZELLI (2007).

A progressdo destas barreiras gerou o isolamento dos Sistemas Patos/Mirim/Mangueira
e de outras lagoas costeiras situadas na linha da costa, alternando ambientes terrestres e
estuarinos com ambientes fluviais, lagunares, edlicos, marinhos e transicionais, constituindo a
grande diversidade de ambientes da PCRS. Em nivel bioldgico, o impacto destes eventos e
destas formagdes vem sendo detectado principalmente em vertebrados. Para peixes anuais de
Austrolebias wolterstorffi, por exemplo, populacdes pertencentes a bacia La Plata e ao sistema
de drenagens Patos-Mirim apresentam evidéncias de fragmentacdo alopétrica, com 76% da
varia¢do sendo encontrada entre diferentes populacdoes (GARCEZ, 2016). Nesta espécie, foi
demonstrada a a presenga de seis subpopulacdes claramente subdividas em duas linhagens,
localizadas a leste e a oeste da Lagoa dos Patos, com um padrdo de colonizacao espago-temporal
compativel com a formacdo dos sistemas deposicionais do tipo laguna-barreira que afetaram a
regido durante o Quaterndrio (GARCEZ et al., 2018). Para Scapteromys tumidus, uma espécie
de roedor endémica do bioma Pampa, que ocupa regides de vegetacao timida proximos a cursos
de 4gua como pantanos, lagoas, pequenos riachos e grandes rios (OVERBECK et al., 2007),
Quintela et al. (2015) encontraram uma subdivisdo em dois grandes clados, com expansao

demografica entre 350 e 300ma, data que coincide com a formag¢do do Sistema Laguna Barreira
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IT e com o consequente aumento na drea continental da Costa do Rio Grande do Sul. Para o
roedor Cavia magna, Gibbon (2016) demonstrou a presenca de duas populacdes distintas,
evidenciando que a Laguna dos Patos atua com uma barreira ao fluxo génico entre as

populacdes ao Sul e ao Norte de sua desembocadura.

No entanto, estudos buscando avaliar o efeito dos eventos paleogeocliméticos
responsaveis pela formagdo da PCRS sobre a estruturagdo populacional de invertebrados ainda
sdo extremamente escassos. Espera-se, neste caso, que os padrdes evidenciados variem entre
tdxons, como reflexo das diferencas nos niveis de associacao a ambientes aqudticos, e do quanto
areas inundadas ou terrestres representam uma barreira ao fluxo génico de suas populacoes.
Insetos, como aqueles pertencentes aos géneros Culicoides e Belostoma, sdo especialmente
promissores para estudos deste tipo, em vista de sua grande diversidade e versatilidade
ecoldgica, sua abundancia em diferentes habitats e seu ciclo de vida curto, com maior nimero

de geracdes por intervalo de tempo.

Justificativa e objetivos da tese

Como mencionado na introducao geral da tese, as ordens Diptera e Hemiptera sdo duas das
ordens mais diversas dentro de Insecta. No entanto, ambos impdem desafios no que se refere ao
processo de identificacdo morfolégica de seus representantes, seja devido a escassez de
profissionais capacitados, pela escassez de chaves de identificagdo ou até mesmo pela presenca de
espécies cripticas. Isso resulta em incongruéncias no nimero de espécies descritas e aumenta a
probabilidade de cripto-extingdes. Com isso, uma técnica mais simples, rdpida e eficaz se faz

necessdria para a identificacdo e delimitacdo mais precisa para as espécies destes grupos.

A técnica do DNA Barcode parece ser uma excelente ferramenta para estes fins,
principalmente no caso de grupos de tamanho corporal pequeno e que apresentem complexos de
espécies ou espécies cripticas como € o caso dos géneros Culicoides e Belostoma. Estes dois
géneros ainda ndo tem as relacdes filogenéticas entre as espécies bem elucidadas. A maioria dos
estudos sobre as relagdes filogenéticas ou identificagdo molecular de Culicoides ndo inclui as
espécies avaliadas nesta tese. O mesmo ocorre com Belostoma, que apresenta apenas um trabalho
tratando do seu posicionamento filogenético dentro de Belostomatidae, que ndo inclui, portanto, a

maior parte das suas espécies. Devido ao impedimento taxondmico marcante destes dois grupos e
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da ampla abundancia e distribuicao destas espécies, hd a necessidade de aplicacdo da técnica de
DNA Barcode para a confirmacio das espécies ja descritas e a delimitagdo de potenciais espécies

novas, s for o caso.

Além disso, devido as diferentes capacidades de dispersdo das espécies de Belostoma e a
ampla distribuicao das espécies, especialmente as observadas no grupo de Belostoma angustum, 0s
padrdes de estruturacdo populacional destas espécies sdo extremamente intrigantes. O Rio Grande
do Sul parece ser uma excelente drea de estudo para isso, pois apresenta alta variabilidade de
ambientes e diferentes altitudes como regides de planalto e planicie. Além disso, o processo de
formacgdo da planicie costeira também pode ter atuado sobre a estruturacdo populacional desta
espécie. Sabe-se que B. angustum apresenta alta capacidade de dispersdo, mas ainda ndo se sabe o
quanto a espécie € capaz de voar e se a altitude pode atuar como barreira para a dispersao dessa

espécie, resultando em um maior potencial para especiag¢do alopatrica.

Com base nas informagdes acima, o objetivo geral da tese foi analisar a diversidade
taxondmica e os padrOes associados a evolugdo de espécies de Belostoma e Culicoides da PCRS.
Para isso, foram abordados os seguintes objetivos ao longo dos capitulos: i) comparar as
delimitacoes de espécies obtidas por abordagens morfolégicas e moleculares, a fim de testar a
eficiéncia do DNA Barcoding na identificacdo e delimitacio de espécies de Belostoma,
especialmente em relacdo as espécies de tamanho corporal pequeno, como aquelas pertencentes ao
grupo Belostoma oxyurum. i1) analisar os padrdes de estruturacido populacional de B. angustum em
diferentes regides geomorfoldgicas do Bioma Pampa; iii) avaliar a monofilia reciproca e as relacdes
filogenéticas entre espécies de Culicoides presentes na PCRS por meio da associacdo de marcadores

morfolégicos relacionados as maculas e manchas das asas e marcadores moleculares.
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Running Title
DNA Barcoding of Belostoma.

Abstract

Belostoma is the most diverse genus of Belostomatidae, comprising 74 species. The small
Belostoma species are challenging to identify mainly due to the presence of cryptic species.
As DNA Barcoding has been a crucial tool to solve the taxonomic impediment associated
with many taxa, we compared species delimitations obtained by morphological and molecular
approaches, in order to help to disentangle the taxonomy of Belostoma. We sampled 192
specimens of Belostoma across the Rio Grande do Sul Coastal Plain. Specimens were first
identified with the use of morphological markers and then characterized for two
mitochondrial markers: COI and the 16S rRNA genes, generating 181 and 164 sequences,
respectively. These were complemented with Belostoma sequences downloaded from
NCBI/BOLD (101 for COI, 13 for 16S). Thus, matrixes including 282, 177, and 299
sequences for COI, 16S and the concatenated dataset, respectively, were analysed through
phylogenetic, phylogeographic and distance approaches. The initial morphological evaluation
allowed the identification of 14 male genitalia morphotypes, whose sequences were added to
a preliminar matrix containing GenBank/NCBI sequences of five other described species,
allowing us to recover ten clades in the molecular analyses. Patterns of reciprocal monophyly
were confirmed for only six of the studied species: Belostoma angustum, B. cummingsi, B.
dentatum, B. noualhieri, B. orbiculatum, and B. ribeiroi. Belostoma candidulum, B. horvathi
and B. sanctulum appeared intermingled in a single clade. The grouping of these with the
other five distinct (male genital) morphotypes reveals a clade with high levels of
morphological polymorphism or phenotypic plasticity.

Keywords: COI; 16SrRNA; Insecta; molecular taxonomy; phenotypic plasticity.
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INTRODUCTION

The diversity of life on Earth is a basic but still very controversial issue. Currently,
taxonomists suggest that the total number of species on the planet ranges from three to 100
million (May 2010). The percentage of undescribed species in terrestrial and marine habitats
is estimated to range from 86 and 91%, respectively (Mora et al. 2011). This knowledge gap
exists for several reasons, but is specially related to sampling limitations, to shortages related
to the deficit of qualified taxonomists for the identification and description of species (i.e. the
“taxonomic impediment”), and to a lack of knowledge of the geographical distribution of
many species.

Lack of distribution data becomes more serious when considering cryptic or
undescribed species. When considered in the context of ongoing anthropic actions (e.g.
habitat loss and degradation), such a deficit in knowledge may mask “crypto extinctions”.
These occur when species go extinct before they are discovered or described (Giam et al.
2013). This problem is exacerbated for small-bodied and diverse groups such as insects. In
these groups, identification is often difficult, not only due to the vast diversity of undescribed
species, but also due to the presence of cryptic species, the difficulties in assigning diagnostic
characters to specimens belonging to different sexes or life stages, and to the intraspecific
variability exhibited by individuals of the same sex at the same stage of the life cycle
(Moczek 2010).

Species of Belostomatidae Leach 1807 are popularly known in Brazil as water bugs.
They are distributed worldwide, except for the Arctic regions and parts of the Palearctic,
including much of Europe and northeast Asia (Lauck & Menke 1961). They are effective
“biting” predators responsible for biological control in aquatic environments (Ribeiro 1999),
where they consume insects, fish, frogs and even turtles (Consoli et al. 1989; Pereira et al.

1991; Hinshaw & Sullivan 1990; Monte 1945; Schuh & Slater 1995). Besides their ecological
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importance, species of Belostomatidae sometimes represent an economic threat as pests in
fish farms (Dimmock 1887; Merritt & Cummins 1996).

Most Belostomatidae phylogenies inferred to date have been performed using
morphological characters (Mahner 1993), except for the study by Ribeiro et al. (2018), which
used a multigene analysis in association with morphological characters. Although this study
presented some results that are widely congruent with those provided by Martinez-Delclos et
al. (1995), evolutionary relationships between and within Belostomatidae genera are still a
matter of debate. This is the case, for example, for the phylogenetic positioning of Belostoma
Latreille (1807): this genus was included in the Belostomatini tribe along with Abedus Stal
(1862) in the phylogeny of Mahner (1993), since both genera share two-segmented tarsi
containing only one visible claw. Ribeiro et al. (2018) also included Weberiella rhomboides
(Menke, 1965) in the same tribe, although this species does not share any morphological
synapomorphy with Belostoma or Abedus (Mahner, 1993). The relationships between
Belostoma species were never explored, and thus provide no evidence of phylogenetic
relationships within the genus.

Belostoma is the most specious genus in Belostomatidae, comprising 74 species, 46 of
which occur in Brazil (Moreira et al. 2011). In general, the genus comprises organisms that
are difficult to identify morphologically due to the lack of identification keys covering both
sexes. Moreover, as the phallus is the taxonomic structure generally used for the identification
of morphologically similar species, there is an inherent difficulty in identifying females and
nymphs. These factors, together with intraspecific variability, make the genus a target of
major taxonomic incongruities. Belostoma is traditionally subdivided into 16 species groups
based on male genitalia patterns, and these are grouped according to body size categories
(Lauck 1962): large species (26.0 to 50.0 mm long), midsize species (15.5 to 26.0 mm in

length) and small species (9.5 to 22.0 in length). Among these, the B. testaceopallidum sensu
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Lauck (1963) (3 spp.) and B. dentatum sensu Ribeiro et al. (2017) groups (17 spp.) are
considered large-sized; the B. bifoveolatum sensu Lauck (1964) (3 spp.) and B. flumineum
sensu Lauck (1964) groups (4 spp.) encompass medium-sized species; and the B. oxyurum
sensu Ribeiro & Estévez (2009) (7 spp.), B. plebejum sensu Ribeiro & Alecrim (2008) (7
spp.) and B. denticolle sensu Estévez & Polhemus (2001) (4 spp.) groups are small-sized.
However, the reciprocal monophyly of these groups, as well as the effectiveness of body size
as a diagnostic feature have never been tested.

Given the high diversity and morphological complexity of Belostoma, molecular
identification tools are likely to provide useful information for resolving taxonomic issues
associated with the group. DNA barcoding can make a significant contribution to this task,
since it usually permits the identification of described and undescribed species through a
small fragment of DNA that ultimately functions as a “barcode” (Hebert et al. 2003). The
main assumption for the applicability of this technique is the existence of a Barcoding Gap,
where the intraspecific distances (genetic distances between individuals of the same species)
are always smaller than the interspecific distances (genetic distances between individuals of
different species) (Hebert et al. 2003; Hebert et al. 2004). For this assumption to be fulfilled,
it is important that individual species are reciprocally monophyletic.

The aim of this study was to compare species delimitations obtained by morphological
and molecular approaches in order to help disentangling the taxonomy of Belostoma while
addressing the taxonomic impediment that hampers further studies with the group. We aimed
to test if DNA barcoding constitutes an effective approach to resolving the taxonomy of
Belostoma, especially concerning small-bodied species, such as those belonging to the

Belostoma oxyurum group.

MATERIALS AND METHODS

Collections and identifications
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98  The new specimens used in this study were collected at 14 points distributed in different cities
99  of the Southernmost Brazilian state of Rio Grande do Sul (Supplementary Material - Table
100 S1) (Figure 1), using sieves and “D” mesh to sort insects among the aquatic vegetation.
101 Individuals collected were stored in 100% ethanol and maintained in the laboratory at -20°C.
102 Whenever possible, identification of nymphs and females was performed through the
103 evaluation of external characters. Male specimens were further identified with the aid of
104  internal male genitalia patterns using identification keys of Estévez & Polhemus (2001),
105 Lauck (1962, 1964), Lauck & Menke (1961), Nieser (1975), Ribeiro & Alecrim (2008),

106  Ribeiro & Estévez (2009), and Ribeiro et al. (2017).

400 TN

Legend: A\ Osorio - Lagoa do Peixoto @ Torres O Mato Grosso do Sul
A Rio Grande -Vila Santa Rosa. A Osorio - Lagoa dos Barros  @Mostardas - Balneario BlSao José do Norte - Buturi
I Santa Vitéria do Palmar - Sarita © Osério - Palmital © Mostardas - Talhamar /\Sao José do Norte - Bojuru
A Rio Grande - Senandes @ Maquiné [ S3o Paulo - Barretos
A Rio Grande - Ilha dos Marinheiros Terra deAreia W Serra do Rio Grande do Sul

Figure 1. Map of South America highlighting the Brazilian states where the collections were
made (Sao Paulo, Mato Grosso do Sul and Rio Grande do Sul). Two sampling points outside
South America, reported for sequences downloaded from GenBank or BOLD (located in
Texas and Kansas, USA), have not been shown in the map. Each symbol refers to a single
collection point.
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DNA Manipulation

DNA extraction was performed using Nucleo SpinTissue XS kit (MACHEREY-NAGEL).
The mitochondrial genes were amplified using primers TYJ1460: 5’
TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCC3’ (Simon et al. 1994) and HCO2198: 5°
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ (Folmer et al. 1994) for Cytochrome C
oxidase subunit I (COI), and LRK13417: 5> CGCCTGTTTAACAAAAACAT 3’ (Simon et
al. 1994) and LRJ12961: 5> TTTAATCCAACATCGAGG 3’ (Cognato & Vogler, 2001) for
16SrRNA. In each 20 pl reaction, 50-100 ng DNA was added to a mix containing 1 x buffer,
1uM of each primer, 0.25 mM of each ANTP, 2.5 mM MgCl2 and 0.5 U Taq DNA
polymerase. COI amplification was performed by means of an initial stage of denaturation at
94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 45 s, annealing at

55-57 °C for 45 s and extension at 72 °C for 1 min, and by a final extension cycle at 72 °C for
7 min. The same conditions were employed for 16S, except for the annealing temperature and
time, which consisted of 52.5 °C for 1 min. and 15 s. The amplicons were purified with a
solution containing 7.5M ammonium acetate (C2ZH7NO?2) and then directly sequenced by
MACROGEN (Seoul, South Korea) on a 23 ABI 3730XLs automated sequencer using the

same PCR primers.

Phylogenetic and coalescence analyses

Initially, the sequences contained in the electropherograms had their identity confirmed by
BLASTN (NCBI, 2019). All electropherograms were then inspected and assembled in Gap4
from the Staden package (Staden 1996). Additional sequences of COI and 16S previously
characterized for other Belostoma specimens were downloaded from GenBank (NCBI

Resource Coordinators 2018) and BOLD (Ratnasingham & Hebert 2007) (Supplementary
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Material - Table S2). Sequences of Diplonychus rusticus Fabricius, 1871 and Appasus major
Esaki, 1934 were used as outgroups in the phylogenetic analyses.

Alignments were performed using ClustalW, as presented in Mega 7.0 (Tamura et al.
2013). Phylogenetic analyses were conducted individually and simultaneously using Bayesian
Analysis in MrBayes v. 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). The individual and
simultaneous analyses were performed with the use of the best partitioning scheme, which
was selected together with the best evolutionary models under the Bayesian Information
Criterion, as determined by PartitionFinder (Lanfear et al. 2017), under a greedy search. For
this task, COI was initially partitioned into codon positions, and 16S in stems and loops, as

obtained by LocARNA (https://rna.informatik.uni-freiburg.de/LLoc ARNA/Input.jsp) and

RNAEVval (http://rna.tbi.univie.ac.at/cei-bin/RNAWebSuite/RNAeval.cgi). The best model for

first, second and third COI codon positions was F81+1, GTR+G and SYM+I+G, respectively.
For 16S stems + loops, the best model was HKY+I+G. For the concatenated dataset, the best
models for first, second and third COI codon positions and 16S stems + loops were F81+I,
GTR+G, SYM+I+G and HKY+I+G, respectively. The relationships between haplotypes were
also inferred through the construction of haplotype networks by the median-joining algorithm
in Network 5.0.1.1 software (Bandelt et al. 1999).

In addition, a Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) coalescence analysis
(Pons et al. 2006; Fontaneto et al. 2007; Fujisawa & Barraclough 2013) was performed only
for the concatenated matrix with the rncl (Michonneau et al. 2020), ape (Paradis et al. 2004),
paran (Dinno 2018) and splits (Ezard et al. 2019) packages in R4.0.2 (R Development Core
Team, 2020). For this analysis, an ultrametric tree was initially generated in Beast 1.7.4
(Drummond et al. 2012) under a strict molecular clock, with the nucleotide substitution
models mentioned above. Unlinked substitution and clock models were set in order to

accommodate different patterns and rates of molecular evolution, although both genes were

64


https://rna.informatik.uni-freiburg.de/LocARNA/Input.jsp
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAeval.cgi

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165
166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

assumed to share the same tree. MCMC searches involved 40,000,000 generations, sampling
every 5,000, with a burn-in of 10%. The rncl package was used to import the tree into R4.0.2,

and the three other packages were employed to run the GMYC analyses on this tree.

Distance analyses

An Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) analysis was performed in ABGD Web
(ABGD Web 2019) using the Kimura 2-parameters model (K2P) and a prior of 0.04. This
analysis tests different taxon subdivisions without any a priori designation of species or
lineages. In addition, classical distance analyses were also employed using the subdivisions
suggested by the bulk of molecular results. In this case, the intra and inter-clade distances

were calculated in Mega 7.0, using the Kimura-2-parameters model.

RESULTS
We sampled 56 males, 73 females and 63 nymphs, totalling 192 specimens of Belostoma

(Supplementary Material - Table 1S). The genetic characterization of these specimens led to
181 and 164 sequences of COI and 16S, which were complemented by 101 and 13 sequences,
respectively, downloaded from BOLD and GenBank (NCBI) (Supplementary Material -
Table 2S). Thus, the analyses were conducted with a total of 282, 177, and 299 sequences for
COI, 16SrRNA and the concatenated dataset, respectively.

The identity of nymphs was only attributed for B. angustum Lauck, 1964, due to the
presence of laterotergite hairiness that reaches the genital operculum, and females were only
identified for B. angustum, B. dentatum (Mayr, 1863), B. estevezae Ribeiro & Alecrim, 2008,
B. horvathi Montandon, 1903, B. orbiculatum Estévez & Polhemus, 2001 and B. sanctulum
Montandon, 1903, mainly by the patterns exhibited by the prosternal keel. For others,
identification was not possible due to the absence of identification keys involving internal

morphological characteristics for females and the absence of diagnostic morphological
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characteristics in nymphs. Regarding the collected males, it was possible to identify the
presence of 14 different morphotypes: nine belonging to previously described species [B.
angustum (15 males), B. candidulum Montandon, 1903 (4 males), B. cummingsi De Carlo,
1935 (1 male), B. dentatum (2 males), B. estevezae (1 male), B. horvathi (1 male), B.
noualhieri Montandon, 1903 (2 males), B. orbiculatum (2 males), B. sanctulum (eight
males)], three with internal genital morphology not yet described [Belostoma sp. 1 (3 males),
Belostoma sp. 2 (3 males) and Belostoma sp. 3 (2 males)], plus two specimens with
approximate internal genital morphology of B. horvathi [(B. horvathi affinis - 6 males) and B.
sanctulum (B. sanctulum affinis - 2 males)]. An additional female and nymph morphotype
were provisionally identified as Belostoma sp. BOLD and GenBank sequences further
expanded the number of sequences for B. angustum and B. cummingsi, and also added B.
micantulum (Stél, 1860), B. plebejum (Stal, 1860), B. ribeiroi De Carlo 1933, B. lutarium
(Stal 1855) and B. flumineum Say, 1832 to the evaluations.

According to the phylogenetic analysis performed with the nucleotide sequences of the
concatenated data (Figure 2) or the COI gene (Supplementary Material - Figure S1), ten
clades were recovered. Analysis of 16S retrieved nine clades (Supplementary Material -
Figure S2), showing the grouping between lineages Green and Blue recovered with COI and
the concatenated data. This difference can be explained by the fact that 16S is generally more
conserved than COI (Mueller 2006) so that the former does not seem to have accumulated

enough substitutions to lead to the separation of clades that have diverged more recently.
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Figure 2. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of the concatenated dataset
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substitutions per nucleotide. The numbers on the internal branches refer to the posterior
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We will assume here the results of the concatenated analysis as the main phylogenetic
hypothesis of this study (Figure 2), whose clades are thus constituted:
- Yellow clade: According to the tree generated by the individual and concatenated datasets
(Figure 2 and Supplementary Material - Figures S1 and S2), the Yellow clade (PP = 1.00)
encompassed the most substantial diversity of species, among which are three morphotypes
from species already described [B. candidulum, B. horvathi and B. sanctulum] and five male
morphotypes not already described in the current literature. These include two morphotypes
with male internal morphology similar to species previously described [one similar to B.
sanctulum (B. sanctulum aff.) and another to B. horvathi (B. horvathi aff.)], and three male
morphotypes that showed differences in the characters used for identification at the specific
level in relation to the current and standard literature [Belostoma sp.1, Belostoma sp. 2, and
Belostoma sp. 3]. Despite the low support, this grouping is subdivided into seven subclades
(PP =0.93, 0.92, 0.86, 0.74, 0.64, 0.63, 0.61, respectively) (Figure 2). Subclade 3 (PP = 0.86)
stands out for grouping individuals of different species: a male of B. candidulum identified
through internal morphology and a female of B. sanctulum through external characters. One
female from each of subclades 3, 4, 5, and 6 of the Yellow clade was examined for internal
morphological characters (Figures S3), revealing subtle differences in their morphology. The
representative of subclade 3 has a short spermatheca with the ampulla-like part (see
Diplonychus in Ribeiro et al. 2018) inflated (Figure S3a). Unlike the representative of
subclade 3, the females of subclades 4, 5, and 6 bear longer spermathecae (Figures S3b-d) and
less evident inflated ampulla-like parts. However, the representative of subclade 6 shows
spermatheca and ampulla-like parts with subtly different morphology. Accordingly, the
ampulla-like region is less inflated and evident, and not distinctly separated from the
spermatheca (Figure S3d). Because only one individual was examined from each subclade, it

is possible that the variation we found is present across members of the same subclade. The
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other subclades were represented by at least one male, identified at the species level, either to
species already described or not. The Yellow Clade also included, in the form of a polytomy,
individuals who showed morphotypes with external genitalia different from those known and
documented in the current literature: “Belostoma sp. 1” characterized mainly by the internal
morphology that shows thick dorsal arms but did not cover the ventral diverticulum (Figure
S4a), “Belostoma sp. 2” that demonstrated similarities in external morphology with species
already described, but different male genitalia, with dorsal arms parallel, narrow and longer in
relation to the ventral diverticulum than the other species in the group (Figure S4b), and
Belostoma sp. 3, that presents parallel dorsal arms which tend to diverge in the apex (Figure
S4c). In addition, two other morphotypes were suggested: 1) a male characterized by genitalia
considered to be morphologically similar to B. sanctulum (B. sanctulum aff.) (Figure S4d) and
2) a male morphologically similar to B. horvathi (B. horvathi aff.), showing an incompletely
truncated prosternal carina (Figure S5a) and distinctive male genitalia (Figure S5b). More
individuals need to be examined to confirm if this pattern remains consistent. Given the very
low genetic distances between subclades or morphotypes, it is more likely that these apparent
differences represent intraspecific variation, possibly due to phenotypic plasticity, or genetic
polymorphisms.

- Cyan (PP=1.00), Purple (PP=1.00), Gray (PP=1.00), Red (1.00), Green (0.54) and Light
Pink (PP=0.94) (Figure 2) Clades were represented by B. noualhieri, B. orbiculatum, B.
dentatum, B. angustum, B. cummingsi and B. ribeiroi, respectively, and by females and
nymphs not specifically identified, but which probably belong to the respective species. Even
so, two species appeared to be paraphyletic: B. estevezae (in relation to B. micantulum and B.
plebejum — Pink Clade - PP = 1.00) and B. flumineum (in relation to B. lutarium — Light

Purple Clade - PP = 1.00). Lastly, the Blue Clade (PP = 0.86) comprises nymphs probably
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belonging to some species not sampled as adults in our dataset or not yet described. Marker
16S grouped this with the Green Clade.

At deeper phylogenetic scales, this study contributed to the establishment of a
hypothesis for the phylogenetic relationships between the evaluated species, even if it reflects
just a gene tree (and not necessarily the species tree). According to this hypothesis, the
sampled species are subdivided into two large clades: one containing specimens of the B.
Sflumineum group [light purple clade (B. flumineum and B. [utarium)] (PP = 1.00) and another
(PP = 1.00) that can be subdivided in two large subclades: one containing specimens of the
oxyurum group [Yellow clade (B. horvathi, B. sanctulum, B. candidulum, plus the five other
morphotypes) + Cyan clade (B. noualhieri)], clustered with the B. plebejum [Pink clade (B.
estevezae, B. micantulum and B. plebejum)] and B. denticolle groups [Purple clade (B.
orbiculatum)] (PP = 1.00), and another one grouping the B. bifoveolatum [Red clade (B.
angustum)), B. dentatum [Green (B. cummingsi) and Gray (B. dentatum) clades], B.
testaceopallidum groups [Light Pink clade (B. ribeiroi)] (PP = 1.00).

GMYC coalescence analysis for the concatenated datasets suggested 14 groups: each
of the Yellow, Cyan, Purple, Grey, Red, Green, Blue, and Light Pink clade formed a single
cluster. The Pink Clade was subdivided into three clusters: 1) B. estevezae + B. micantulum;
2) B. plebejum and 3) the diverging individual of B. estevezae (individual 2075). The Light
Purple Clade also was subdivided into three groups: 1) most individuals of B. flumineum +
one individual of B. lutarium; 2) B. flumineum and 3) one individual of B. lutarium (sequence

number CNCHA751_11).

Distance analysis
The ABGD distance analysis retrieved 13 groups for COI. Yellow, Cyan, Purple, Red, Gray

and Light pink represented a single group each. The Pink and Light purple clades were
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divided into three groups each: (B. estevezae + B. micantulum), (B. plebejum) and (B
estevezae - individual 2075), for the first, and (B. flumineum, forming a subclade); (B.
flumineum, forming a polytomy) and (B. lutarium - individual CNCHA751_11), for the
second. The Blue and Green clades formed a single cluster. The GMYC analysis of the gene
presented a similar result, but with one more group (totalling 14 groups), since it considered
the Green and Blue clades in single groups.

The 16S ABGD distance analysis retrieved 6 groups: one for each of the Yellow, Cyan, Pink,
Purple and Light purple clades and the Red, Gray, Green, Blue and Light pink clades were in
a single group each. The GMYC analysis recovered 10 groups: Yellow, Cyan, Pink, Purple,
Gray, Green, Light pink and Light purple clades. The Red clade was divided into two distinct
groups.

Given the general congruence between these results and those obtained by
phylogenetic and coalescence analyses, the ten-group subdivision was used as a conservative
choice in the other distance analyses, in order to compare how the different markers support
the large subdivision proposed in this study. That is, although 16S did not recover the ten
groups, the analysis of Green and Blue clades separately shows how different the two clades
are.

Regarding the analysis of K2P distances, intra-clade distances for COI ranged from
0% to 8.62% and 9.92% (as seen for Pink and Light Purple clades). For all other clades, the
values of the intra-clade distances did not exceed 2.03% (Table 1). Regarding inter-clade
comparisons, minimum values of 3.29% were obtained in comparisons between Green and
Blue clades (Table 1). Despite the high values of intraspecific diversity found for the Pink and
Light Purple clades, there is a barcoding gap for the COI gene even regarding these clades.
For 165, the intra-clade distances ranged from 0% to 3.13 (for Red clade) and 3.24% (for

Pink clade), while the inter-clade distances ranged from 0.0012% (in comparisons involving
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specimens of Green and Blue clades) to 8.0% (Table 2). This demonstrates that for 16S, a

barcoding gap could not be found for the Red, Green, and Blue clades.

DISCUSSION

DNA Barcoding is an important tool for identifying and describing new species in the most
diverse animal groups, from insects (Machado et al. 2017), spiders (Barrett & Hebert 2005),
fish (Ward et al. 2005), birds (Hebert et al. 2004) and mammals (Robins et al. 2007). The
analyses performed here for Belostoma confirms previous assumptions that DNA Barcoding
may be a promising identification tool also for this genus (Ribeiro & Estévez 2009). In this
sense, this study suggests, first of all, the redefinition of some species of the B. oxyurum
group that encompass the Yellow clade (B. candidulum, B. horvathi and B. sanctulum) and
the revision of diagnostic characteristics related to the internal morphology of males of these
species. In fact, our molecular data suggest that these species may comprise a single species
with high levels of morphological polymorphism or phenotypic plasticity, since it covers at
least the following nine different male genital forms or morphotypes that can be generally
attributed to the oxyurum group: B. horvathi, B. sanctulum and B. candidulum, B. horvathi
aff., B. sanctulum aff., Belostoma sp., Belostoma sp.1, Belostoma sp. 2 and Belostoma sp. 3.
This variability calls attention not only to the diversity and amplitude of the clade, but also to
the fact that there is not any apparent geographic subdivision among morphotypes. In this
sense, for example, six of the morphotypes encompassing the Yellow clade (B. horvathi, B.
sanctulum, B. candidulum, B. sanctulum aff., Belostoma sp. and Belostoma sp.1) were found

in sympatry in a single sampling point located on the municipality of Osério — RS.

Belostoma taxonomy
Six of the fourteen described species studied here were reciprocally monophyletic, namely B.

angustum, B. cummingsi B. dentatum, B. noualhieri, B. orbiculatum and B. ribeiroi. Of these,
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four are medium to large body sized species, showing that DNA Barcoding proved here to be
very useful in separating the medium and large body sized Belostoma clades. For the other
eight described species, phylogenetic relationships based on DNA analysis did not match
species designations, indicating potential issues with morphological taxonomy. In fact, the
scenario related to B. candidulum, B. horvathi and B. sanctulum (Figure 2) 1s quite complex,
as these species turned out to be paraphyletic with respect to each other. Based on DNA
evidence, these taxa are likely a single species, which displays morphological variability in
their male genitalia. More sophisticated methods that estimate gene flow between taxa are
required to test this hypothesis. In addition, the clade that contains them also grouped five
other morphotypes whose male genitalia slightly differ from those of the other known
Belostoma species. Many of these morphotypes were simultaneously collected at our
collection points. They have typical “oxyurum-like” morphology, that is, the anterior
interocular width is about 1.5 times the width of one eye, pilosity covering more than half of
the connexivum, and the diverticulum of the phallus is flattened, circular and enlarged in
ventral view as well as not curved in lateral view (Ribeiro 2007; Ribeiro & Estévez 2009).

According to Ribeiro (2007) and Ribeiro & Estévez (2009), to identify the B. oxyurum
group species, it is necessary to extract the male genitalia and observe the shape, thickness,
and position of the dorsal arms in relation to the diverticulum. As the identifications provided
by the evaluation of these characters in adult males did not match the phylogenetic
relationships, and as sequences recovered for different morphotypes of the B. oxyurum group
were extremely similar (with a maximum value of 1.36%), our findings seem to indicate that
the differences referred to as “important diagnostic differences” in the traditional
identification keys of the group may actually be intraspecific variation reflecting polymorphic
or plastic states. Possibly, all this variation might be part of a complex system of slight

differences in the positioning of the dorsal arms of males of B. candidulum, since it is the only
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species of the Yellow clade that was described based on a female holotype from a single
locality of the Brazilian Rio Grande do Sul State (Ribeiro & Estévez 2009). Despite that, we
also found some variation throughout spermatheca samples of females of the B. oxyurum
group related to the Yellow clade (Figures S3a, b, ¢, d). Although almost the entire B.
oxyurum group may refer to a single species with high levels of polymorphisms or phenotypic
plasticity, the use of nuclear markers (e.g. SNPs) that allow testing gene flow between taxa is
necessary to confirm this pattern. Once confirmed, the species within this group should be
comprehensively revised in order to improve our understanding of their taxonomy.

Two other species also appeared to be paraphyletic: B. estevezae in relation to B.
micantulum and B. plebejum, three species of the B. plebejum group that constituted the Pink
clade; and B. flumineum in relation to B. lutarium, two species of the flumineum group that
constituted the Grey clade (Figure 2). Regarding the B. plebejum group, we suggest that the
morphological identification of B. micantulum might be uncertain due to much ambiguity
present in the interpretation of some identification keys. In fact, much variation has also been
found among species of the B. plebejum group regarding male genital morphology, with the
lateral margins of the diverticulum not thickened, i.e., B. plebejum group sensu Lauck (1962)
(JRIR, personal observation). Likewise, it is worth mentioning that the name B. micantulum
has been applied to a complex of some similar species (Ribeiro 2007), raising doubts related
to imperfect taxonomy. The problem observed herein with one specimen of B. estevezae also
reflects problems related to morphological identification. The genetic distances between the
sequence of this individual and the others of B. estevezae are clearly out of the expected
intraspecific ranges. As the type specimen of B. estevezae was previously evaluated by one of
the authors (JRIR), we are inclined to believe that this is a case of cryptic diversity revealed

for the B. plebejum group. Species without apparently remarkable diagnostic features in male

74



370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

genitalia (e.g., B. plebejum, B. micantulum, B. estevezae, and B. nessimiani; see Estévez &
Polhemus 2007 and Ribeiro & Alecrim 2008) seem to be especially prone to this.

Lastly, the paraphyletic status of B. flumineum in relation to Belostoma lutarium Stél
(1855) might also be related to misidentification, although this is difficult to assess because
these sequences were downloaded from GenBank, and we did not have access to the
specimens. Moreover, both species do not occur in our sampling area and originate from USA
and Canada, which did not allow any further evaluation of their male genitalia. Belostoma
lutarium and B. flumineum are described as very similar species, which can be distinguished
by the pilosity covering the connexivum only partially on the first species (Lauck 1964).
Thus, it is possible that the sequences of B. [utarium downloaded from GenBank actually
come from specimens of B. flumineum. Also, erroneous use of the name B. flumineum should
be considered (F. Stefanello pers. comm.), because both species were once considered
conspecific (Menke 1979). In any case, we are confident that mistakes exist concerning the
identification of some specimens of the B. flumineum group, which highlights one of the
pitfalls of accepting identifications on GenBank at face value.

At higher taxonomic levels, this study supports not only the monophyly of the B.
plebejum and B. flumineum groups (which constituted the Pink and Light purple clades
described above), but also the monophyly of the B. oxyurum group (given the clustering
between the Yellow and Cyan clades) and of the small-bodied Belostoma species (given the
clustering between the Yellow, Cyan, Pink and Purple clades) (Figure 2). However, the status
of the B. dentatum group and of the medium and large-sized groupings of species remain yet
to be assessed, in light of the polytomy recovered for the clade joining B. angustum (a
medium-sized species) with B. cummingsi, B. dentatum and B. ribeiroi (which are large-sized

species).
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DNA Barcoding in the face of Belostoma diversity

One of the major issues related to DNA barcoding approaches is related to the co-
amplification of nuclear mitochondrial pseudogenes (NUMTs), which can overestimate the
number of evaluated species (Song et al., 2008; Vyskocilova et al., 2018; Tay et al., 2017).
Although there are no reports of NUMTSs for Belostomatidae, there are also not enough
studies showing they do not occur. Thus, to avoid making wrong inferences about taxonomic
status and phylogenetic relationships, we decided to adopt two control strategies: 1) compare
sequences in a search for in-frame stop codons or frameshifts, which are commonly
encountered in ancient NUMTs (Bensasson et al., 2001); 2) amplify two mitochondrial genes
and compare their individual evolutionary histories before advancing in the evaluations and
concatenating both matrixes. In few words, if there were ambiguities between both
mitochondrial markers, we would have indication of NUMTs affecting at least one of them; if
results are congruent, there are strong evidence suggesting both are in fact linked
mitochondrial genes. This occurs because NUMTs usually involve small DNA fragments
(Bensasson et al. 2001; Richly & Leister, 2004), that commonly evolve at different
substitution rates than their mitochondrial orthologous (Li et al., 1981). According to the first
evaluation, we did not detect any nonsense mutations or frameshift in the set of evaluated
sequences. Regarding congruence results, both markers recovered highly similar topologies,
although they differed in their resolution levels (see below). Thus, we have good evidence
suggesting that NUMTs are unlikely to influence our results.

The results obtained in the phylogenetic analyses suggest the division of COI and 16S
datasets into ten and nine reciprocally monophyletic clades, respectively. When the ten clades
are considered, the presence of a barcoding gap is confirmed for COI (despite the low
Barcoding Gap value found for the Pink clade, driven by an isolated case of a divergent

specimen of B. estevezae, possibly representing a cryptic species), but not for 16S. Although
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we confirmed through the second test described above that the set sequences characterized for
the two mitochondrial markers are effectively linked and share the same evolutionary history,
variations in evolutionary rates explain the small difference found. In this case, the higher
evolutionary rate usually found for COI in relation to 16S (Mueller 2006) results in a greater
number of informative substitutions even for recent divergences, allowing the separation of
clades Green and Blue, which appear grouped in the phylogeny of 16S. This lower resolution
achieved by 16S, with greater overlap between intra- and interspecific distances, is similar to
the results recently found by Wang et al. (2018) for spiders, where this marker was also less
useful in species differentiation than COL.

Regarding specimen identification, DNA barcoding has proved to be an excellent tool,
not only in highlighting the possible existence of taxonomic incongruities, but also in
providing support for the identification of females and nymphs. Nymphs do not yet exhibit
genitalia, making their morphological identification at the species level impossible through
conventional identification keys. As for females, the use of external morphology for
identification is often insufficient to distinguish between similar species. This is because most
insect species descriptions and keys rely primarily on male genital traits, with female
reproductive structures rarely described or illustrated. For this reason, we made a brief
analysis of the internal morphology of four females representing subclades 3, 4, 5, and 6 of
the Yellow clade. They differed from one another, for example, in the size of the ampoule
(more or less inflated) and length of the spermatheca. Further studies involving analyses of
female internal morphology are needed, both to evaluate polymorphisms or phenotypic
plasticity of these species, and to improve on species-level identification keys by
incorporating female genital characters. These traits may turn out to be complementary to the
species-level identification of several Belostoma groups.

Regarding species discovery, we expected to find new species in our dataset, not only
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because the Linnean shortfall is ubiquitous in insects (Diniz-Filho et al. 2010), but also due to
difficulties in morphological identification of Belostoma, due to the scarcity of taxonomists
and identification keys for the group, and also due to the extreme diversity of male genital
morphology presented by these species. In fact, at the molecular level, evidence has emerged
for two cases of putative new species: one represented by the specimen positioned as an early
offshoot of the Pink clade, identified morphologically as B. estevezae; and the other related to
the Blue clade, where no adult specimens were available to allow a more accurate evaluation.
Moreover, although the presence of six potentially new species of the B. oxyurum group was
suggested at the morphological level, DNA barcoding allowed us to revise these initial
expectations. In any case, DNA barcoding has shown a great potential to speed up species

delimitations in Belostoma.

Belostoma Phylogeny
Our phylogeny suggests the subdivision of Belostoma species into three large groups: 1) B.
Sflumineum group, a medium bodied group of species; 2) B. oxyurum + B. plebejum + B.
denticolle groups, three small bodied group of species; and 3) B. bifoveolatum + B. dentatum
+ B. testaceopallidum groups, which encompass medium and moderately large to large bodied
groups of species, respectively. In this sense, this study supports the monophyly of the small
body sized group of Belostoma species. However, it leaves open the question whether the
large and medium bodied groupings have any biological meaning, or whether the monophyly
of the small bodied species will be robust to the inclusion of more species.

Thus, although our phylogeny reflects a single gene tree, which cannot be directly
compared with the phylogeny presented by Ribeiro et al. (2018) due to non-overlapping
sampling, its results certainly constitute a first step towards improving our knowledge of the

Neotropical Belostoma fauna, which seems to be highly diverse. Further studies involving
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both integrative taxonomic analysis and internal and external morphological description and
re-description are required, and it is important that they provide a more solid support for
female identification. Within this framework, it would also be important to re-examine the
type species and resample from the type localities. Other molecular markers should also be
integrated into the analyses in order to provide a more robust phylogenetic hypothesis for the
genus, and a species tree obtained under multi-locus or even phylogenomic approaches would
be especially welcomed. After all, only the integration of works and the association of results
obtained in different areas can provide more robust information about the evolution of this
complex, diverse, but still largely neglected group of species. With this information in mind,

modifications to the taxonomy will likely be necessary.
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Tables
Table 1. Ranges of intra and inter-clade COI distances for each of the retrieved clades.

Min distance

Max distance

Clades (%) (%) BG!
Yellow Intra-clade 0.00 1.25 9.38
Inter-clade 10.63 18.68
Cyan Intra-clade 0.00 0.00 9.00
Inter-clade 9.00 18.54
Pink Intra-clade 0.00 8.62 0.38
Inter-clade 9.00 14.81
Purple Intra-clade 0.15 2.03 9.05
Inter-clade 11.08 15.97
Grey Intra-clade 0.00 1.95 9.82
Inter-clade 11.77 18.68
Red Intra-clade 0.00 1.24 9.29
Inter-clade 10.53 16.06
Light pink Intra-clade 0.00 0.00 14.18
Inter-clade 14.18 18.30
Green Intra-clade 0.00 1.04 2.25
Inter-clade 3.29 17.47
Intra-clade 0.00 0.00 3.29
Blue
Inter-clade 3.29 17.56
Light purple Intra-clade 0.00 9.92 2.98
Inter-clade 12.90 18.54

"Barcode gap (subtraction of the maximum intra-clade distance from the minimum inter-clade

distance).
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Table 2. Ranges of intra and inter-clade 16S distances for each of the retrieved clades.

Min distance

Max distance

Clades (%) (%) BG!

Yellow Intra-clade 0.00 1.36 3.49
Inter-clade 4.85 8.00

Cyan Intra-clade 0.00 0.00 4.85
Inter-clade 4.85 7.00

Pink Intra-clade 0.00 3.24 1.83
Inter-clade 5.07 6.65

Purple Intra-clade 0.00 0.00 5.37
Inter-clade 5.37 7.97

Grey Intra-clade 0.00 0.67 0.85
Inter-clade 1.52 5.90

Red Intra-clade 0.00 3.13 -0.71
Inter-clade 2.42 5.87

. . Intra-clade 0.00 0.66 2.10
Light pink Inter-clade 2.76 6.99

Green Intra-clade 0.00 0.35 -0.34
Inter-clade 0.0012 6.10

Blue Intra-clade 0.00 0.66 -0.65
Inter-clade 0.0012 5.97

Light purple Intra-clade 0.00 0.33 4.07
Inter-clade 4.40 7.31

'Barcode gap (subtraction of the maximum intra-clade distance from the minimum inter-clade

distance).
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Figure Legends

Figure 1. Map of South America highlighting the Brazilian states where the collections were
made (Sao Paulo, Mato Grosso do Sul and Rio Grande do Sul). Two sampling points outside
South America, reported for sequences downloaded from GenBank or BOLD (located in
Texas and Kansas — USA) have not been shown in the map. Each symbol refers to a single
collection point.

Figure 2. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of the concatenated dataset
including 650 bp of COI and 302 bp of 16S. Branch sizes are proportional to the scale given
in substitutions per nucleotide. The numbers on the internal branches refer to the Posterior
Probability of each clade. The colours of the branches refer to the composition of each of the

clades, whereas symbols to the right refer to the different collection points.
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Supplementary Material:

Figure S1. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of a 650 bp fragment of the
COI gene. Branch sizes are proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The
numbers on the internal branches refer to the Posterior Probability of each clade. The colours
of the branches refer to the composition of each of the clades, whereas symbols to the right
refer to the different collection points.

Figure S2. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of a 302 bp fragment of the
16S gene. Branch sizes are proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The
numbers on the internal branches refer to the Posterior Probability of each clade. The colours
of the branches refer to the composition of each of the clades, whereas symbols to the right
refer to the different collection points.

Figure S3. Ampulla-like part and spermatheca of females of subclade 3 (a), subclade 4 (b),
subclade 5 (c) and subclade 6 (d) of the Yellow clade (Fig. 2).

Figure S4. Genitalia of males positioned across the large polytomy of the Yellow clade (Fig.
2), and provisionally identified as Belostoma sp. 1 (a), Belostoma sp. 2 (b), Belostoma sp. 3
(¢) B. sanctulum (aff.) (d) .

Figure S5. Male identified as B. horvathi (aff.) along the Yellow clade (Fig. 2), with detach to

(a) prosternal carena and (b) genitalia.

Table S1. New Belostoma species collected in this study with their respective sexes,
collection points, geographic coordinates and GenBank accession numbers.
Table S2. Sequences of Belostoma and outgroup species downloaded from GenBank or

BOLD.
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Figure S1. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of a 650 bp fragment of the COI gene.
Branch sizes are proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The numbers on the
internal branches refer to the Posterior Probability of each clade. The colours of the branches refer to the
composition of each of the clades, whereas symbols to the right refer to the different collection points.
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Figure S2. Phylogenetic tree generated through Bayesian analysis of a 302 bp fragment of the 16S gene.
Branch sizes are proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The numbers on the
internal branches refer to the Posterior Probability of each clade. The colours of the branches refer to the
composition of each of the clades, whereas symbols to the right refer to the different collection points.
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Figure S3. Ampulla-like part and spermatheca of females of subclade 3 (a), subclade 4 (b),
subclade 5 (c) and subclade 6 (d) of the Yellow clade (Fig. 2).
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Phallosoma

Figure S4. Genitalia of males positioned across the large polytomy of the Yellow clade (Fig.
2), and provisionally identified as Belostoma sp. 1 (a), Belostoma sp. 2 (b), Belostoma sp. 3
(¢) B. sanctulum (aff.) (d) .
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Figure S5. Male identified as B. horvathi (aff.) along the Yellow clade (Fig. 2), with detach to
(a) prosternal carena and (b) genitalia.
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Table S1. New Belostoma species collected in this study, with their respective sexes, collection points, geographic coordinates and GenBank

accession numbers.

Sample Z:)t:goriessize Groups Species Sex ;izf;e cycle City Geographic coordinates GenBank accession numbers
Long Lat Col 16SrRNA

2074 Small oxyurum Belostoma candidulum male adult Osério -50.243762 -29.854342 MNZ816936 MN824353
2186 Belostoma candidulum male adult Terra de Areia -50.105048 -29.640833 MN816950 MN824411
2187 Belostoma candidulum male adult Terra de Areia -50.105048 -29.640833 MN816951 MN824412
2620 Belostoma candidulum male adult Mostardas -50.855400 -31.114700 MN816915 MN824298
2073 Belostoma horvathi male adult Osério -50.243762 -29.854342 # MN824352
2082 Belostoma horvathi female adult Osério -50.243762 -29.854342 MNZ816942 MN824358
2374 Belostoma horvathi aff. male adult Osério -50.188850 -29.825493 MNZ816960 MN824381
2439 Belostoma horvathi aff. male adult Maquiné -50.149093 -29.694526 MNS816961 MN824383
2442 Belostoma horvathi aff. male adult Maquiné -50.149093 -29.694526 MNZ816962 MN824386
2094 Belostoma horvathi aff. male adult Séo José do Norte -51.276100 -31.519300 MNZ816956 MN824285
2110 Belostoma horvathi aff. male adult Sédo José do Norte -51.276100 -31.519300 MN816957 MN824293
2622 Belostoma horvathi aff. male adult Mostardas -50.855400 -31.114700 MNZ816958 MN824300
2623 Belostoma horvathi female adult Mostardas -50.855400 -31.114700 MNZ816916 MN824301
2624 Belostoma horvathi female adult Mostardas -50.855400 -31.114700 MN816917 MNS824302
2076 Belostoma noualhieri male adult Osério -50.243762 -29.854342 MNZ816938 MN824355
2080 Belostoma noualhieri male adult Osério -50.243762 -29.854342 MN816941 MN824357
2070 Belostoma sanctulum aff. male adult Osério -50.243762 -29.854342 MNZ816959 MN824350
2072 Belostoma sanctulum female adult Osério -50.243762 -29.854342 MN816934 MNS824351
2403 Belostoma sanctulum male adult Osério -50.301075 -29.914193 MN816944 MN824369
2411 Belostoma sanctulum male adult Osério -50.301075 -29.914193 MN816945 MN824375
2443 Belostoma sanctulum aff. male adult Maquiné -50.149093 -29.694526 MN816963 MN824387
2450 Belostoma sanctulum male adult Maquiné -50.149093 -29.694526 MN816946 #
2452 Belostoma sanctulum male adult Maquiné -50.149093 -29.694526 MN816947 MN824394
2182 Belostoma sanctulum male adult Terra de Areia -50.105048 -29.640833 MN816949 MN824407

97



2195
2091
2101
2108
2396
2397
2398
2399
2400
2401
2402
2405
2407
2408
2409
2410
2413
2414
2440
2445
2447
2448
2449
2451
2454
2176
2178
2179
2180
2181
2183

Belostoma sanctulum

Belostoma sanctulum

Belostoma sanctulum

Belostoma sanctulum

Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group

OXYurum group

male

male

male

female
male

female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
male

female
female
female
female
female
female

female

adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult

Terra de Areia

Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio

Osorio
Magquiné
Magquiné
Magquiné
Magquiné
Magquiné
Magquiné
Magquiné
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia

Terra de Areia

-50.105048
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.301075
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048

-29.640833
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.914193
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833

MN816953
MN816912
MN816913
MN816914

#
MN817047
MNS817048
MNS817049
MN817050
MNS817051
MNS817052

#

#
MNS817055
MNS817056
MN817057
MN817059
MN817060
MN817063
MN817066
MN817068
MN817069
MN817070

#
MNS817071
MN817076
MNZ817078
MN817079
MNZ817080
MNS817081
MN817082

MN824417
MN824282
MN824289
MN824292
MN824362
MN824363
MN824364
MN824365
MN824366
MN824367
MN824368
MNS824370
MN824372
MNS§24373
#
MNS824374
MNS824377
MNS824378
MNS824384
#
MNS824390
MN824391
MNS824392
MNS824393
MNS824396
MN824401
MN824403
MN824404
MN824405
MN824406
MN824408

98



2184
2185
2190
2191
2193
2194
2046
2047
2048
2050
2051
2052
2086
2087
2088
2093
2097
2100
2104
2107
2111
2621
2598
2084
2406
2412
2441
2177
2049
2092
2095

Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group
oxyurum group

oxyurum group

Belostoma sp.oxyurum group

Belostoma sp.oxyurum group

Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

1

2
2
3
2
1
1
3

female
female
female
female
female
female
female
female
male

female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
male

female
female
male

male

male

male

male

male

male

male

adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult

Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Terra de Areia
Torres

Torres

Torres

Torres

Torres

Torres

Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Mostardas
Mostardas

Osério

Osério

Osério

Magquiné

Terra de Areia
Torres

Sdo José do Norte
Séo José do Norte

-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-50.105048
-49.786555
-49.786555
-49.786555
-49.786555
-49.786555
-49.786555
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-51.276100
-50.855400
-50.961800
-50.243762
-50.301075
-50.301075
-50.149093
-50.105048
-49.786555
-51.276100
-51.276100

-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.640833
-29.369406
-29.369406
-29.369406
-29.369406
-29.369406
-29.369406
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.519300
-31.114700
-31.261600
-29.854342
-29.914193
-29.914193
-29.694526
-29.640833
-29.369406
-31.519300
-31.519300

MN817083
MN817084
MN817085
MN817086
MN817087
MNS817088
MN816975
MNS816976
MN816977
MN816979
MN816980
MN816981
MN§816989
MN816990
MN816991
MN816993
MN816995
MNZ816996
MN816997
MN816998
MN816999
MN817006
MN817009
MN817045
MN817054
MN817058
MN817064
MN817077
MNZ816978
MNZ816992
MNZ816994

MN824409
MN824410
MN824414
#
MNS824415
MNS824416
MN824265
MN824266
MN824267
MN824269
MNS824270
MN824271
MNS824279
MN824280
#
MNS824284
MN824287
MNS824288
MN824290
MN824291
MNS824294
MN824299
MNS824308
MNS824360
MNS824371
MNS824376
MN824385
MN824402
MN824268
MN824283
MN824286
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2075
2078
2079
2083
2444
2446
2453
2519
2531
2536
2537
2349
2430
2431
2432
2434
2435
2436
2437
2252
2254
2256
2524
2189
2576
2577
2586
2587
2588
2589
2590

Medium

plebejum

denticolle

bifoveolatum

Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma estevezae
Belostoma orbiculatum
Belostoma orbiculatum
Belostoma orbiculatum
Belostoma orbiculatum
Belostoma orbiculatum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum

Belostoma angustum

female
female
female
female
female
female
male
*
male
female
female
male
female
male
male
female
male
male
male
male
female
female
female
male
male
male
female
female
male
male

male

adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
nymph
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult

Osério
Osério
Osério
Osério
Maquiné
Maquiné
Maquiné
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande

Santa Vitoria do Palmar
Santa Vitdria do Palmar

Santa Vitdria do Palmar

Rio Grande

Terra de Areia
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas

-50.243762
-50.243762
-50.243762
-50.243762
-50.149093
-50.149093
-50.149093
-52.281000
-52.281000
-52.281000
-52.281000
-52.133400
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.281000
-50.105048
-51.728500
-51.728500
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800

-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.016900
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.247800
-29.640833
-31.846200
-31.846200
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600

MN816937
MN816939
MN816940
MN816943
MN817065
MNS817067
MN816948
MN816928
MN816930
MNS816931
MN§816932
MN816933
MNS816974
MN816904
MN816905
MNZ816906
MN816907
MN816908

#
MN816926

#

#
MN816929
MN816952
MN816910
MNS816911
MNZ817007
MNZ817008
MNZ816918
MNZ816919
MN816920

MN824354
MN824356
#
MN824359
MN824388
MN824389
MN824395
MN824332
MN824337
MN824340
MNS824341
MNS824344
MN824259
#
MN824260
MN824261
MNS824262
MNS824263
MNS824264
MNS824320
MNS§24322
MN824323
MNS824334
MNS824413
MNS824274
MNS824275
#
MN824303
#
MN824304
#
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2594
2596
2597
2599
2600
2601
2602
2603
2604
2415
2248
2438
2053
2416
2417
2419
2422
2423
2424
2425
2426
2427
2428
2250
2251
2253
2257
2258
2259
2260
2261

Large

Nymphs

dentatum

Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma dentatum
Belostoma cummingsi
Belostoma dentatum
Belostoma dentatum
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

male
male
male
female
female
female
female
female
female
female
male
male

male

adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
adult
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Rio Grande

Santa Vitéria do Palmar
Magquiné

Torres

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Rio Grande

Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar
Santa Vitéria do Palmar

Santa Vitdria do Palmar

-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-52.197430
-52.436100
-50.149093
-49.786555
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.197430
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.436100
-52.436100

-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-32.091750
-32.679100
-29.694526
-29.369406
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.091750
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.679100
-32.679100

MN816921
MN816922
MN816923
MN816924
MNS817010
MNS817011
MN816925
MNS817012
MNS817013
MN816903
MN816954
#
MN816909
MN816964
MN816965
MNZ816966
MN816967
MN816968
MN816969
MN816970
MNS816971
MN816972
MN816973
MN817018
MN817019
MN817020
MNS817021
MN817022
MN817023
MN817024
MN817025

MN824305
MN824306
MN824307

#
MN824309
MNS824310
MNS§24311
MNS824312
MNS824313

#
MNS824317
MNS§24382

#
MN824252
MN824253
MNS824254
MN824255
MNS824256
MN824257

#
MN824258

#

#

#
MNS824319
MNS824321
MN824324

#
MN824325
MN824326
MN824327
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2262
2126
2515
2516
2518
2522
2525
2526
2527
2533
2535
2553
2555
2058
2063
2064
2065
2066
2067
2068
2375
2371
2372
2455
2456
2457
2458
2055
2056
2578
2579

Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph

Santa Vitéria do Palmar -52.436100

Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Rio Grande -52.281000
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.243762
Osério -50.188850
Osério -50.188850
Maquiné -50.149093
Maquiné -50.149093
Maquiné -50.149093
Maquiné -50.149093
Torres -49.786555
Torres -49.786555
Sdo José do Norte -51.728500
Séo José do Norte -51.728500

-32.679100
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-32.247800
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.854342
-29.825493
-29.825493
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.694526
-29.369406
-29.369406
-31.846200
-31.846200

MN817026
MN817027
MN817028
MN817029
MN817030
MNS817031
MN§817032
#
MNS817034
MN817035
MNS817036
MNS817037
MNS817038
#
MNS817039
MN817040
MNS817041
MN817042
MN817043
MN817044
MN817046
MNS817061
MN817062
MN817072
MN817073
MN817074
MN817075
MNZ816982
MNZ816983
MNZ816984
MN816985

MN824328
MN824329
MN824330
MNS824331
#
MN824333
#
MN824335
MNS824336
MN824338
MNS824339
MNS824342
MN824343
MN824345
MNS824346
MNS824347
#

#
MNS824349
#
MNS824361
MNS824379
MNS824380
MNS824397
MN824398
MNS824399
MN824400
MN824272
MN824273
MN824418
MN824276
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2580
2581
2582
2115
2613
2614
2615
2616
2619
2606
2609
2610
2611

Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.
Belostoma sp.

Belostoma sp.

nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph
nymph

Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Sao José do Norte
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas
Mostardas

Mostardas

-51.728500
-51.728500
-51.728500
-51.276100
-50.855400
-50.855400
-50.855400
-50.855400
-50.855400
-50.961800
-50.961800
-50.961800
-50.961800

-31.846200
-31.846200
-31.846200
-31.519300
-31.114700
-31.114700
-31.114700
-31.114700
-31.114700
-31.261600
-31.261600
-31.261600
-31.261600

MN816986
MN816987
MN816988
MN817000
MN§817001
MN§817002
MN§817003
MN817004
MN817005
MNS817014
MNS817015
MNS§17016
MNZ817017

#
MN824277
MN824278
MN824295

#
MN824296

#
MN824297

#
MNS824314
MNS824315

#
MN824316
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Table S2. Sequences of Belostoma and outgroups downloaded from GenBank or BOLD.

GenBank/BOLD accession
2?:;5 le Body size categories Groups Species numbers
CoIl 16SrRNA
MC4a Small plebejum Belostoma micantulum IN689496 KC594821
S Belostoma plebejum KY320476 KY389097
S Belostoma plebejum KY320479 #
SN Medium bifoveolatum Belostoma angustum KY320477 #
H1 Belostoma angustum MG066539 MG209117
H2 Belostoma angustum MG066540 MG209118
H3 Belostoma angustum MG066541 MG209119
H4 Belostoma angustum MG066542 MG209120
H5 Belostoma angustum MG066543
H6 Belostoma angustum MG066544 #
H7 Belostoma angustum MG066545 #
HS Belostoma angustum MG066546 #
HO Belostoma angustum MG066547 #
H10 Belostoma angustum MG066548 #
Hil Belostoma angustum MG066549 #
H12 Belostoma angustum MG066550 #
HI3 Belostoma angustum MGO066551 #
Hi4 Belostoma angustum MG066552 #
H15 Belostoma angustum MG066553 #
H16 Belostoma angustum MG066554 #
H17 Belostoma angustum MGO066555 #
HI8 Belostoma angustum MG066556 #
H19 Belostoma angustum MGO066557 #
H20 Belostoma angustum MGO066558 #
H21 Belostoma angustum MG066559 #
H22 Belostoma angustum MG066560 #
H23 Belostoma angustum MG066561 #
H24 Belostoma angustum MG066562 #
H25 Belostoma angustum MG066563 #
H26 Belostoma angustum MG066564 #
H27 Belostoma angustum MG066565 #
H28 Belostoma angustum MG066566 #
H29 Belostoma angustum MGO066567 #
H30 Belostoma angustum MG066568 #
H31 Belostoma angustum MG066569 #
H32 Belostoma angustum MGO066570 #
H33 Belostoma angustum MGO066571 #
H34 Belostoma angustum MGO066572 #
H35 Belostoma angustum MGO066573 #
H36 Belostoma angustum MGO066574 #
H37 Belostoma angustum MGO066575 #
H38 Belostoma angustum MG066576 #
H39 Belostoma angustum MGO066577 #
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H40
H41
H42
11
496
21
13
20
16

10
19
17
14
18

Ju—s
—_

~N D= Y

45119
S1
S2

24
52

23
27
28
22
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Sflumineum

Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma angustum
Belostoma lutarium
Belostoma lutarium
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum
Belostoma flumineum

Belostoma flumineum

MGO066578
MG066579
MGO066580
CNCHAT751-11
#
MG405584
MG402399
MG400663
KT708568
KT708133
KT707889
KT707750
KT707393
KT707201
KT707013
KT706655
KT706646
KT706626
KR582577
KR043908
KR031084
KT705547
KY320475

#

#

#
BBHMA1101-12
BBHMA1103-12

CNCHAT750-11
TTHFW029-08
BBHMA1100-12
BYRNO033-13
SDP262011-14
SWABC1094-18
SWABC1095-18
SWBRP1857-18
SWBRP1859-18
SWBRP1860-18
SWBRP1861-18
SWBRP1863-18
SWBRP1866-18
SWBRP1867-18
SWBRP1869-18
SWBRP2103-18
SWBRP2104-18
SWBRP2106-18
SWBRP2107-18
SWBRP863-18

* H I

#
AY585749
#

* H O HF H H H H H H H H H H ¥ H OH

#
KY389132
KY389121
KY389127

#

H oH O H H H O H O H H H O H O H H H H OH OH OH H H*
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4 Belostoma flumineum SWBRP864-18 #
12 Belostoma flumineum SWBRP865-18 #
43 Belostoma flumineum SWBRP866-18 #
44 Belostoma flumineum SWBRP867-18 #
46 Belostoma flumineum SWBRP868-18 #
45 Belostoma flumineum SWBRP999-18 #
47 Belostoma flumineum SWLNP513-18 #
48 Belostoma flumineum SWLNP515-18 #
49 Belostoma flumineum SWTHI671-17 #
50 Belostoma flumineum SWTHI689-17 #
51 Belostoma flumineum SWTHI690-17 #
26 Belostoma flumineum SWTHI691-17 #
395 Moderately large to Large dentatum Belostoma cummingsi KY320478 KY389115
142 testaceopallidum Belostoma ribeiroi KY320462 #
S1A Belostoma ribeiroi # KY389103
SIB Belostoma ribeiroi # KY389109
52 - - Diplonychus rusticus HQ236475 FJ456940
7409 - - Appasus major AB742803 AB743046
1
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ABSTRACT

Five evolutionary forces affect the genetic diversity of a population: mutation, migration or gene
flow, recombination, genetic drift and natural selection. Nevertheless, climatic and geographic
factors can preclude migration between populations resulting in intraspecific differentiation.
Belostoma angustum encompasses an Hemiptera species that putatively presents high dispersal
ability, migrating when environmental conditions are unstable or unfavorable. This species occurs
along South-Southeast of South America, attaining the southern portion of the Andes, and
occupying different geomorphological units and K&ppen climate areas. Nevertheless, the impact
of different topographic aspects in this distribution is not yet fully understood. Thus, the aim of this
study was to evaluate the population structure presented by B. angustum across different
geomorphological units located at the Brazilian Pampa Biome, especially between the Coastal
Plain and the other more interior areas. For this, individuals belonging to populations distributed
along Southern Brazil were sampled, morphologically identified and then characterized for two
mitochondrial (COI and 16SrRNA) and one nuclear gene (ITS1). Individual and concatenated
matrixes were assembled and used in phylogenetic, demographic and population structure analyses.
Environmental Niche Models were also reconstructed to evaluate the potential distribution of the
species in the present and in different moments of the past. Despite previous results suggesting the
species encompasses a panmitic population in Southern Brazil, a significant population structure
was recorded among populations located at the Coastal Plain and the other evaluated
geomorphological units. Taken as a whole, Southern Brazil encompasses the area presenting the
higher environmental suitability values across different moments of the past, although a
considerable decrease in such values could be detected for most of the sampled region during the
Last Glacial Maximum (LGM). Accordingly, signals of population expansion could be detected
not only by the individual networks and neutrality tests, but also through an Extended Bayesian
Skyline Plot. The higher diversity values recovered for the Coastal area allowed hypothesizing a
recent expansion from the Coast to the more interior areas, suggesting that the panmictic population
found for the last areas is resultant of recent colonization, and questioning the dispersal of B.
angustum to disperse across long distances.

Keywords: Quaternary oscillation, migration, Coastal Plain of Rio Grande do Sul, population
expansion.
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1. INTRODUTION

Five evolutionary forces affect the genetic diversity of a population: mutation, migration or
gene flow, recombination, genetic drift, and natural selection. In isolated populations, mutation is
the only source of new genetic variation (Griffiths et al., 2013). Different factors may influence the
amount of gene flow between populations, including biological traits related to the size and vagility
of each species (Dupuis et al., 2019), and its specific adaptations to different habitats (Hamild &
Savolainen, 2019). In this context, two other extrinsic factors may influence species subdivision:
1) climatic factors, that act globally establishing the limits of distribution of each species, according
to its environmental tolerance, and promoting population expansions or retractions in virtue of
climatic changes; and 2) geographic factors that act to facilitate or hinder the dispersion of
populations (Zachos et al., 2001). Cladogenesis may occur after the persistent influence of the
aforementioned factors (Zhao et al., 2020).

The Neotropical region harbors one of the highest biodiversity of the globe, encompassing
seven of the major “hotspots” of biodiversity (Myers et al., 2000). Such a pattern is largely
explained by the huge heterogeneity of climates (Antonelli, 2021) and biogeographic provinces
presented by such region (Morrone, 2006), as well as by historical processes that seem to have
promoted species diversification. In this context, different taxa seem to have diversified in
association with paleogeographic or paleoclimatic events occurred during the Tertiary (between 65
and 1.8 million years ago) or Quaternary (from 1.8 million years ago) periods, respectively (Rull,
2008; Rull, 2011). In fact, the interplay between such events seems to have shaped the diversity
and distribution of several Neotropical species (Turchetto-Zolet et al., 2017). Nevertheless, there

are important gaps and biases in the distribution of the knowledge of such patterns among different
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taxa and regions. In fact, only a small subset of published studies focused on invertebrates or
freshwater species and temperate or subtropical areas (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Insects are a promising model to address the effect of short-range paleogeoclimatic differences,
given their great diversity and ecological versatility, their abundance in different habitats and their
short life cycle, with a greater number of generations per time interval. Among these, Heteroptera
bugs are hemimetabolous insects, that can disperse both as a nymph and as an adult. Most of its
species are terrestrial, but some are found in aquatic habitats. This is the case for bugs positioned
in the Nepomorpha infraorder (Schuh, 1979). Among these water bugs, Belostomatid encompasses
important large-bodied aquatic predators, that prey on insects (Consoli et al., 1989; Pereira et al.,
1991), adult anurans (Hinshaw & Sullivan, 1990; Monte, 1945; Schuh & Slater, 1995) and small
fish (Dimmock, 1887; Merritt & Cummins, 1996) and are considered important predators of
medically important species of mosquitoes (Consoli et al., 1989). This family includes
approximately 160 species, worldwidely distributed, except for the Arctic regions and parts of the
Palearctic, including much of Europe and northeast Asia (Lauck & Menke, 1961). These species
may migrate by flying, walking and drifting, according to morphological or ethological properties
(Phillipsen et al., 2015; Ohba, 2019).

Belostoma is a genus of Belostomatidae that comprises 68 species, of which 52 are found in
Brazil (Moreira et al., 2011; Almeida et al., 2019). Lauck (1962, 1963, 1964) considered the
differences between the shapes of dorsal arms of phallosoma and the ventral diverticulum as
important criteria for separating 10 of the 16 established species groups. He also recognized that
some species could comprise groups based on the body size of their members (Estévez & Polhemus
2001, 2007). Belostoma angustum Lauck, 1964 belongs to the Belostoma bifoveolatum Lauck,
1962 group, together with two other similar species: B. bifoveolatum (Spinola, 1852) and

Belostoma elegans (Mayr, 1871). These are considered medium species, ranging from 21.5-24.5
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mm according to Estévez & Polhemus (2001, 2007), that are cryptic in terms of body features and
phallosome structural configuration. Belostoma angustum distribution comprises the South and
Southeast of South America, including the southern portion of the Andes (Stefanello et al., 2018).

The life cycle of B. angustum is totally dependent on freshwater bodies, whether permanent or
intermittent, both as a nymph or an adult insect. Although this species seems to present high flight
capacity, there are no studies proving its dispersal across long distances. In this sense, it was
previously hypothesized that different populations of B. angustum presented some level of genetic
structure, according to the distance and connectivity among streams, ponds or lakes. Nevertheless,
a fine-scale study conducted by Stefanello et al. (2019) demonstrated the presence of a panmitic
population at different altitudes of the Pampa Biome, suggesting a stepping ponds dispersal mode
and rejecting the influence of direct hydrological connectivity. As this work was a small-scale
study, the application of such results to wider spatial sampling remains yet to be assigned,
especially regarding different geomorphological units. Thus, the present study aims to test whether
the results provided by Stefanello et al. (2019) apply in a further study considering a broader
geographical area, including the coastal environment of Southern Brazil. This task was performed
during assessment of the following questions: 1) Is there a significant population structure between
coastal and interior areas of the Pampa Biome? 2) Which are the processes explaining current
distribution of B. angustum in this area? Both these questions were answered with the help of
molecular markers, that were evaluated under different approaches of genetics of populations, and

distribution data, that were employed to perform Environmental Niche Modeling (ENM).
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1.Study area

Samplings were performed in different streams, ponds or lakes located at the Pampa Biome of
the Rio Grande do Sul (RS) state, Brazil. This region underwent geographic and climatic changes
during the Tertiary and Quaternary periods, giving rise to a vast diversity of habitats. The
vegetation of the Pampa Biome is composed of grasses and herbaceous plants, presenting a wide
variety of permanent and temporary wet areas. This Biome constitutes 63% of the territory of Rio
Grande do Sul, and 2% of the national territory (Instituto Brasileiro de Florestas, 2021). This is one
of the most threatened Brazilian Biomes, being highly susceptible to conversions to cropland,
grazing and exotic species forestry, and suffering specially with the consequences of overgrazing
and sandification (Roesch et al., 2009).

The Pampa Biome encompasses four different geomorphological units: 1) Campanha
Highland, that cover areas with 170-370 m of altitude and is influenced by granite, gneiss, siltstone
and gondwanic sediments originating several types of soils; 2) Central Depression, that covers
areas generally lower than 100m and represents the domain of Gondwanic sediments; 3) Sul-Rio-
Grandense Highland, that covers areas with 350-400m of altitude, and is the oldest geological
region of Rio Grande do Sul, taking part of the Granitic Shield (Boldrini, 1997) and 4) Coastal
Plain of Rio Grande do Sul (CPRS), which is the youngest area of RS, consisting of a large
sedimentary area that extends for 640 km from Torres to Barra do Chui. The CPRS has a wide
range of environments such as fields, swamps, lagoons, dunes, marshes and an extensive sandy
beach. The formation of the CPRS began in the Tertiary, with formation of an alluvial fan system
along the western edge of the plain. These sediments were reworked during the Quaternary through

the influence of transgressive-regressive cycles resulting from sea level variations during the last
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four glaciations, leading to the formation of four lagoon-barrier depositional systems, that occurred
during the last 400,000 years. The first three were formed during the Pleistocene and the last, more
recent, was formed during the Holocene, at about 5,000 years (Villwock & Tomazelli, 2007). The
CPRS also encompasses a distinct Brazilian physiographic region, presenting a differentiated

diversity composition (Roesch et al., 2009).

2.2.Population sampling

The specimens used in this study were collected at six sites distributed in different
municipalities of CPRS (Figure 1, Supplementary Material - Table S1). Additional samples
encompassing the other three geomorphological units of the Pampa Biome (Atlas Socioecondmico
do RS, 2021), that is, the Sul-Rio-Grandense Highland, the Central Depression, and the Campanha
Highland were obtained from Stefanello et al. (2019). The collections were carried out using sieves
and “D” mesh and the collected individuals were stored in 100% ethanol and maintained in the

laboratory at -20°C.

2.3.DNA Manipulation

DNA extraction was performed using Nucleo SpinTissue XS kit (MACHEREY-NAGEL). The
mitochondrial genes were amplified using primers TYJ1460: 5> TACAATCTATCGCCTAAA-
CTTCAGCC® (Simon et al., 1994) and HCO2198: 5’
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ (Folmer et al., 1994), for Cytochrome C oxidase
subunit [ (COI); and LRK13417: 5> CGCCTGTTTAACAAAAACAT 3’ (Simon et al. 1994) and
LRJ12961: 5> TTTAATCCAACATCGAGG 3’ (Cognato & Vogler, 2001) for 16SrTRNA. The

nuclear Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) was amplified using HemiptITS1 1717: 5°
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ATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATAA 3 and HemiptITS1 2609: s’
GCCGAGTGATCCVCCGYYCAGGGT 3’ (Stefanello et al., 2019). In each 20 pl reaction, 50-
100 ng DNA was added to a mix containing 1 x buffer, 1uM of each primer, 0.25 mM of each
dNTP, 2.5 mM MgCl2 and 0.5 U Taq DNA polymerase. COI amplification was performed by
means of an initial stage of denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation
at 94 °C for 45 s, annealing at 5557 °C for 45 s and extension at 72 °C for 1 min, and by a final
extension cycle at 72 °C for 7 min. The same conditions were employed for 16S and ITS, except
for the annealing temperature, which was set to 52.5 °C for 1 min. and 15 s and 58°C for 1 min.,
respectively. The amplicons were purified with a solution containing 7.5M ammonium acetate
(C2H7NO2) and then directly sequenced by MACROGEN (Seoul, South Korea) on a 23 ABI

3730XLs automated sequencer using the same PCR primers.

2.4.Sequence alignment, distance and phylogenetic analyses

First, new sequences had their identity confirmed by BLASTN (NCBI, 2021). All
electropherograms were then inspected and assembled in Gap4 from the Staden package (Staden,
1996). Alignments were performed using ClustalW, as presented in Mega 7.0 (Tamura et al., 2013).
Substitution models were individually assigned to each gene or concatenated matrix using the
Akaike Information Criterion (AIC), under likelihood estimates obtained in jModelTest (2.1.7).
Bayesian Inferences (BI) were conducted using individual and multi-loci matrixes, as implemented

in MrBayes v. 3.2.6 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).
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2.5.Population diversity and genetic structure

Diversity and neutrality tests were performed in DNAsp software (6.12.3) where the values of
haplotype diversity (Hd), number of haplotypes (H), nucleotide diversity (w), Tajima’s D, Fu &
Li’s D and Fu’s Fs were estimated. ITS alleles were reconstituted using PHASE 2.1 in DNAsp,
and then employed in a recombination analysis. The relationships between haplotypes were
inferred through the construction of haplotype networks by the median-joining algorithm in
Network 5.0.1.1 software (Bandelt et al., 1999). FST values were calculated in Arlequin v. 3.5.2.2
(Excoffier & Lischer, 2010) to measure the genetic differentiation among populations or
geomorphological regions. Pairwise FST among populations were later employed in a Mantel Test.
An analysis of molecular variance (AMOVA) was implemented in the same software to calculate
the percentage of genetic variation between and within groups or populations, with significance
measured through 10,000 permutations. Results of Mantel and AMOVA were evaluated at a 5%
significance level. A Spatial Analysis of Molecular Variance (SAMOVA) was also implemented
to define groups of populations that are geographically homogeneous and genetically differentiated
from each other, and to define other potential geographic barriers between groups. SAMOV A was
performed for each of the three genes, for the concatenated mitochondrial genes (COI + 16S) and

for the total dataset (COI + 16S + ITS1).

2.6.Molecular dating analysis

Dating estimates were calculated for B. angustum using the Bayesian MCMC method
implemented in BEAST v2.4.8 (Bouckaert et al., 2014), with COI, 16S and ITS1 gene alignments.
Unlinked TPM3uF+G, GTR+1+G and TVM models were applied to 16S, COI and ITS genes,

respectively. Calibration priors were defined by three groups of uniform distributions applied to
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the each of following monophyletic units: 1) Abedus + Ranatra + Belostoma, with divergence times
ranging from 60 to 130 Mya; 2) Gelastocoris + Megochterus + Nerthra, representing the
superfamily Ochteroidea, with a divergence time ranging from 199.6 to 228 Mya and 3)
Hypselosoma + Pateena, representing Schizopteridae, with a divergence time ranging from 99.6 to
145.5 Mya. These divergence times were based on fossil calibration and taken from the study of
Lietal. (2012). For all genes, a relaxed molecular clock was used under an uncorrelated log-normal
model and a Coalescent Constant Population process, with unlinked site and clock models and
linked trees. The MCMC analysis was run for 500,000,000 generations, sampling every 20,000
generations. Tracer 1.7.1 (Rambaut et al., 2018) was used to evaluate if ESS values were above
200, and if posterior and likelihood values converged after a burn-in of 10%. TreeAnotator was
used to build the final Maximum Clade Credibility Tree (MCCT) tree with limit values of posterior
probability set to 0.7 and burn-in to 10%. FigTree 1.4.4 was used to visualize the final tree and

assess divergence times and posterior probabilities (PP).

2.7.Demographic expansion

An Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) analysis was performed to infer potential
demographic changes faced by B. angustum over time, as performed in BEAST 2.4.8 software
(Bouckaert et al., 2014) under a relaxed molecular clock model. Nucleotide substitution models
were chosen according to the AIC criterion, as measured by jModelTest 2.17 (Darriba et al., 2012).
For the partitions, unlinked site and clock models and linked trees were implemented employing
genealogical inference under a coalescent model, using substitution rates and standard deviations
(ucld mean) calculated in the chronophylogenetic analysis. The analysis was performed with

500,000,000 generations, sampling every 20,000, with a burning of 10%. Tracer was used to
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visualize ESS values and evaluate convergence. The EBSP graph was obtained using the EBSP.log
file and the plotEBSP.R routine developed by Heled & Drummond (2008) on R 4.0.2 (R

Development Core Team, 2020).

2.8.Environmental Niche Modeling

A total of 59 occurrence sites were compiled from the literature (Bachmann, 1999; Lauck,
1964; Lopes et al., 2019; Ribeiro et al., 2017; Stefanello et al., 2018, 2019) and added to the set of
six registers obtained in this study (Figure 1). Bioclimatic terrestrial layers were downloaded for
present and for three stages of the Quaternary (Last Glacial Maximum - LGM21; Last Interglacial
Period - LIG130 and Marine Isotope Stage - MIS787), and the Pliocene (ca. 3.3 Mya) from
PaleoClim (Brown et al., 2018) with a resolution of 2.5min. After, the layers were cut according to
the shape of South America on QGis 3.10.10 (QGIS Development Team, 2009). Correlation
analysis were then performed to remove highly correlated variables, using a threshold of r < 0.7.
This led to the selection of the following climatic variables: bio3 - Isothermality, bio4 -
Temperature Seasonality, bio7 - Annual Temperature Variation, biol4 - Rainfall of the Dryest
Month, biol5 - Precipitation Seasonality, biol7 - Dryer Trimester Precipitation, biol8 - Warmer
Trimester Precipitation and bio19 - Cooler Trimester Precipitation.

Seven algorithms were used on Environmental Niche Modeling (ENM) strategies, using
packages sp (Pebesma & Bivand, 2005), raster (Hijmans & Etten, 2012) and dismo (Hijmans et al.,
2015): Bioclim (Booth et al., 2013), Maxent (Phillips et al., 2006), Domain (Carpenter et al., 1993),
Mahalanobis distance (Ibafez, 1981), GLM (Bolker, 2009), SVM (Drake et al., 2006) and Random
Forest (Breiman, 2001), as implemented on R4.0.2 software. In each case, modeling was performed

with 10 cross-validation replicates, in each of which 75% of the points were used as training and
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25% as a test. The background was obtained within a radius of 500 km from the occurrence points.
In the reconstruction of historical potential distributions, models were calibrated to the present, and
then projected to the past. After the performance of each model was evaluated using the area under
the curve (AUC) plots, Ensemble conjugated models were reconstructed to infer the potential
geographic distribution of B. angustum at present, and at different moments of the past, to evaluate

potential range shifts and expansions over time.

3. RESULTS

A total of 156 individuals of B. angustum sampled in 24 locations were included in the analyses.
Of these, 48 individuals were sampled along five municipalities of the CPRS: Rio Grande, Santa
Vitéria do Palmar, Terra de Areia, S3o José do Norte and Mostardas. Among the other 108
individuals, 36 were collected in each one the Sul-Rio-Grandense Highland (Bardo do Triunfo,
Encruzilhada do Sul, Cangugu, Pinheiro Machado, Bagé and Cacgapava do Sul), the Central
Depression (Sao Gabriel, Rosdrio do Sul, Dom Pedrito and Santana do Livramento) and the
Campanha Highland (Rosdrio do Sul, Santana do Livramento and Quarai) (Table S1). Since
Stefanello et al. (2019) evidenced the absence of genetic structure among populations of B.
angustum collected across the last three geomorpholocial units of the Pampa Biome, most genetic
comparisons were performed considering two population groups: the CPRS versus the other three
geomorphological units (hereafter called “interior geomorphological units” or “others”). In total
140, 85 and 108 sequences were employed for the COI, 16SrRNA and ITS1 genes, respectively.
For the concatenated analyses, 78 and 135 sequences were included for the concatenated

mitochondrial genes and for the total data matrix, respectively. These two matrices were
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constructed including all species that have sequences for both mitochondrial markers, and that have

sequences for at least two of the three markers, respectively.

3.1.Phylogenetic analysis and temporal diversification

Phylogenetic trees resulting from different individual and concatenated analysis retrieved
B. angustum as a highly polytomic monophyletic lineage (Supplementary material, Figures S1-S5).
In fact, no resulting tree recovered the CPRS or the other three geomorphological units as
reciprocally monophyletic clades. The chronophylogenetic tree (Figure 2) generated for the multi-
locus dataset using three fossil calibrations showed a similar polytomic topology, suggesting that
B. angustum diversified in the sampling area during late Tertiary or early Quaternary (8.6 Mya —

range from 3.9 to 13.3 Mya).

3.2.Population diversity and genetic structure

Analyses of diversity and neutrality were performed for the whole species and separating
populations in Coastal vs. others, for each of the individual genes and the two concatenated matrix
(mitochondrial and total data). The total number of haplotypes for each partition varied from 29
(for COI) to 15 (for 16S). Haplotype diversities were generally higher for the CPRS (0.641, 0.813
and 0.682, as estimated with COI, 16S and ITS sequences, respectively) than for the other three
geomorphological units taken as a whole (0.446, 0.00 and 0.363, as estimated with COI, 16S and
ITS sequences, respectively). Nucleotide diversities did not exceed 0.00513 (for 16S) and 0.00167
(for the concatenated dataset) for the CPRS and the interior geomorphological units, respectively.

Neutrality tests indicated a strong sign of population expansion, with most Tajima's D values
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negative and significant for each data set, but specially for the species taken as a whole or even
interior geomorphological units (Table 1).

When FST analyses were performed between CPRS and the other geomorphological units,
all comparisons showed significant results, evidencing the presence of population structure among
specimens from the Coastal Plain and from other regions (Table 2). In these cases, FST values
ranged from 0.0132 (for COI), to 0.4022 (for the concatenated mitochondrial dataset). Even so,
AMOVA demonstrated that genetic differences are mainly explained by variation within
populations (Tables S2-S6). In fact, the percentage of the genetic variation explained by variation
within populations ranged from 48.38% (considering the concatenated matrix) to 93.16%
(considering only COI). Interestingly, most results of SAMOVA revealed a population subdivision
in at least two groups: one containing the Coastal Senandes population and the other containing the
remaining populations. Such a structure, explained 63.21%, 56%, 56.72% and 53.23% of the
variation for COI, 16S, the concatenated mitochondrial matrix and the total dataset, respectively.
Nevertheless, ITS suggested a distinct structure, separating one of the populations of Santana do
Livramento from the remaining populations. The Mantel test showed a correlation coefficient of
r=-0.035997 (p=0.475300), -0.013628 (p=0.612500) and -0.183537 (p= 0.954600) for the COI,
16S and ITS genes, respectively. These non-significant results suggest that there is no correlation
between genetic distances and geographic distances between clades.

Finally, results of the networks generally recovered a starlike pattern, especially for COI
and ITS. Within this context, 16S also suggested the presence of a shallow subdivision between
Coastal and interior areas, recovering a single haplotype for all individuals of the three interior
geomorphological units, which is also shared with the CPRS, and 14 exclusive haplotypes for the
last area (Figure 3A). ITS also presented an excess of exclusive sequences, with only one allele

shared between Coastal and interior areas (Figure 3B). A similar pattern was recovered for COI,
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with 23 of the 29 haplotypes revealing exclusive (six to the CPRS and 17 from the interior

geomorphological units) (Figure 3C).

3.3.Demographic expansion

When we consider the entire B. angustum dataset, most of the Tajima's D, Fu & Li's D and Fu's
F’s neutrality tests values resulted in negative and significant values (except for Fu & Li's D related
to ITS) (Table 1). This result indicates a population expansion over time, which is also suggested
by the “star-like” pattern presented by the networks. The EBSP analysis performed with the three
evaluated loci (Figure 4) also provided evidence for a population growth after a prolonged phase

of demographic stability, that is estimated to have started about 1,000,000-20,000 years ago.

3.4.Environmental Niche Modeling

Mean AUC values considering the 10 replication runs evaluated for the models reconstructed
by Bioclim, Maxent, Domain, Mahalanobis, GLM and SVM ranged from 0.94982 to 0.80145
(Table 3) indicating consistent high overall performance for the models. According to the ENM
recovered for B. angustum in the five periods (Pliocene, MIS 787, LIG 130, LGM 21 and present
- Figures 5, 6, 7, 8 and 9, respectively) Southern Brazil encompasses the area presenting the higher
environmental suitability values. Interestingly, projections for the Pliocene and for the MIS and
LIG interglacial periods suggest areas of maximum suitability that are larger and more continuous
than those presented by the last glacial period (LGM), characterized as a cooler and drier period.
The current distribution suggests a fragmentation of the areas of maximum suitability, especially

between the Andean and other South-American populations.
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4. DISCUSSION

Although previous results suggested the presence of a panmitic population of B. angustum in
different geomorphological units encompassing the interior part of the Pampa Biome (Stefanello
etal., 2019), a significant population structure could be detected here between these and the PCRS.
In fact, although values of FST between interior and Coastal areas varied among the three employed
markers, all comparisons resulted in significant differences, and 16S evidenced the presence of a
shallow structure on the Network analysis. Such a differentiation can result from differences in
altitude between interior and Coastal regions, suggesting that topography represents a putative
geographic barrier for B. angustum, limiting its dispersal capacity. Nevertheless, the demographic
history of the species may also have been determinant to these observations.

In this sense, fluctuations in population sizes and expansions in different moments of the
past may also afford for the observed patterns of genetic structure and are in accordance with other
results provided here. In fact, all the networks highlighted the predominance of exclusive alleles,
and a star-like pattern could be evidenced for most markers suggesting the species underwent a
recent population expansion. These results, in combination with the neutrality tests, the EBSP, the
chronophylogeny and the ENM techniques reinforced the hypothesis previously proposed by
Stefanello et al. (2019) that these populations have undergone a spatial expansion over time.
Nevertheless, disentangling the effects of geography versus history on the observed patterns of

genetic structure remains a challenging task.

4.1.Demographic history of B. angustum in face of the evolution of the PCRS topography

According to the scenario recovered here, B. angustum diversified in Southern Brazil about

8 Mya (8.6 Mya — range from 3.9 to 13.3 Mya). Thus, during its first diversification, in latter
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Miocene and early Pliocene, the target species seems to have faced some climate, vegetation and
hydrologic parameters that are very similar to current days. Nevertheless, during Pleistocene, it
may have been affected not only by the historical climatic oscillations, but also by the effects of
marine regressions and transgressions that affected at least part of its distribution area during recent
past (Villwock & Tomazelli, 2007). In fact, during glacial periods of the Pleistocene, climate
became drier and colder, causing a reduction of tropical forests that began to become grasslands
and savanas (Polly, 1994) and a regression of marine levels (Iriarte et al., 2020). Conversely, during
interglacial periods, as MIS and LIG, climate became wet and warm, and wetlands were
represented by extensive portions of water, that occurred in association with marine transgressions
(Past Interglacials Working Group of PAGES, 2016). As a species strictly related to freshwater
bodies, that depends on precipitation and humidity, B. angustum may have retracted and expanded
its population sizes in association with the Quaternary climatic oscillations.

In fact, results provided by ENM showed that the extent of areas with high suitability values
for B. angustum during MIS and LIG was large. Nevertheless, this area was highly reduced during
the LGM. Taken together, ENM and EBSP enabled to stablish the end of the LGM as the putative
trigger of the coast to interior spatial expansion of B. angustum. This expansion after the LGM may
have occurred not only due to the enrichment of areas with higher suitability values for target
species, but also due to the increase in voltinism which, consequently, leads to the synchronism of
hatches and the increase in population of insect species (Kiritani, 2006).

Concerning the geographical patterns, as the Coastal region generally presented the highest
diversity values, and part of this region seems to have presented the environmental requirements
for the survival of the species during this period, we hypothesize a Coastal to Interior colonization
Moreover, as the SAMOVA results presented a Coastal population (Senandes) as highly

differentiated from the other, it is possible to speculate that this area provided a refuge for the
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species during the dry glacial period. The hydrology of this area, largely fragmented into small
wetlands (Villwock & Tomazelli, 2007), possible enabled the persistence of the species even
during harsh times. Afterwards, when climatic condition became more suitable, the high flying
capacity of B. angustum (Ribeiro, personal communication) may have prompted the dispersion to
previously unoccupied areas. These new habitats possibly comprised not only the interior of the
Pampa Biome, but also some Coastal areas that were also established during the last 5 thousands
of years (Villwock & Tomazelli, 2007). Also, in accordance with this, the Senandes population is

located on an area that is among the most ancient areas of the PCRS.

S. CONCLUSION

Taken as a whole, the results provided here seem to reflect a generalized gene flow model
that established after a recent and rapid spatial expansion. This expansion seems to have started
during the late Pleistocene, after the LGM, due to increased temperature and humidity and,
consequently, due to increased availability of aquatic environments in optimal environmental
conditions and with availability of food resources. Nevertheless, migration-drift equilibrium that
may have been reached after this first expansion did not attain a totally panmitic population in the
Pampa Biome. Conversely, the species seems to comprise different population clusters, within
which panmixia may apply. This was the case, for example, for the interior geomorphological units
taken as a whole, as well as for part of the PCRS (to the exception of the Senandes population).
Within these areas, the lack of structure encountered in some areas can be explained by the stepping
ponds system that facilitates gene flow between populations (Stefanello et al., 2019). After all,
although we provided some evidence that this model does not apply at further distances, we were

not able to discard two of its most important properties: 1) the absence of a pattern of isolation by

125



distance; and 2) the low influence of hydrological connectivity in the levels of gene flow among
populations. Thus, although we showed here that there the migration-drift equilibrium reached a

status.
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Tlustrations:

Tables

Table 1. Summary statistics of genetic diversity and neutrality tests performed for all evaluated

specimens of B. angustum, or for specimens collected at the Coast or Interior areas of the Pampa

Biome, based on individual markers (16S, COI or ITS), the concatenated mitochondrial dataset

(16S + COI) and the concatenated multi-loci dataset (16S + COI + ITS). Significant values are

reported in bold.
Region Gene H k Hd T Tajima's D Fu & Li'sD Fu&Li'sF Fu'sFs
0.509+ 0.00139 + -2.50071 (P < -4.71127 (P < -4.58285 (P <
COI 29 0.84388 0.053 0.00020 0.001) 0.02) 0.02) -41.263
0.439+  0.00226 + -2.00518 (P < -4.38344 (P < -4.17580 (P <
16S 15 0.5952 0.046 0.00033 0.05) 0.02) 0.02) -14.413
0.382+  0.00067 + 224515 (P< -1.73131 (P> -2.33043 (P <
ITS 17 0.56817 0.042 0.00010 0.01) 0.10) 0.05) -18.099
FCC (COI + 0.793 +  0.00215 + -2.21837 (P < -0.78747 (P> -1.66945 (P >
16S) 40 188.428 0.033 0.00019 0.01) 0.10) 0.10) -44.046
FCC (COI + 16S 0.958+ 0.00198 + -1.95014 (P < 0.26027 (P>  -0.76595 (P >
+ ITS) 40 343.279 0.010 0.00014 0.05) 0.10) 0.10) -32.406
Coastal 0.641 £ 0.00182 + -2.06491 (P < -2.15161 (P> -2.50445 (P <
Plain  COI - Litoral 12 110.569 0.084 0.00034 0.05) 0.05) 0.05) -8.241
0.813 -1.69471 (P>  -3.32333 (P < -3.26935 (P <
16S - Litoral 15 134.921 0.030 0.00513£0.00058 0.05) 0.05) 0.02) -9.517
0.682+ 0.00174 + -1.77787 (P < -1.96749 (P> -2.17745 (P>
ITS - Litoral 6 14.697 0.148 0.00076 0.05) 0.05) 0.05) -2.174
FCC (COI + 0.964 +  0.00354 + -1.74298 (P>  -0.90577 (P> -1.43665 (P >
16S) 29 309.644 0.012 0.00031 0.05) 0.10) 0.10) -24.412
FCC (COI + 16S 0.978 £  0.00285 + -0.59131 (P> -0.66092 (P> -0.72513 (P >
+ ITS) 9 493.333 0.054 0.00053 0.10) 0.10) 0.10) -3.634
0.446 + 0.00120 + -2.50911 (P<  -4.78773 (P < -4.68786 (P <
Others COI - Serra 23 0.72649 0.065 0.00023 0.001) 0.02) 0.02) -31.839
16 - Serra 0 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0.363+  0.00061 + -1.89525 (P < 1.48034 (P> 0.25783 (P>
ITS - Serra 12 0.51251 0.043 0.00009 0.05) 0.05) 0.10) -10.008
FCC (COI + 0.617+  0.00126 + -2.00206 (P < 171129 (P< 0.38612 (P>
16S) 15 11.027 0.054 0.00018 0.05) 0.02) 0.10) -9.649
FCC (COI + 16S 0949+  0.00167+ -1.83775 (P < 2.01987 (P < 0.60307 (P >
+ ITS) 31 288.996 0.012 0.00011 0.05) 0.02) 0.10) -21.76
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Table 2. Pairwise FST values estimated between specimens of B. angustum collected at Coastal
and Interior areas of the Pampa Biome, based on individual markers (16S, COI or ITS), the
concatenated mitochondrial dataset (16S + COI) and the concatenated multi-loci dataset (16S +

COI + ITS). All values were significant.

Matrix Population pairwise FSTs P-value

COI 0.01316 0.03406+-0.0019
16S 0.27193 0.00000+-0.0000
ITS 0.09842 0.01069+-0.0009
FCC 0.40220 0.00000+-0.0000
FCC (mits) 0.10482 0.00000+-0.0000

Table 3. Mean test AUC values for the 10 replicate runs and the standard deviation for each of the

models used (except Random Forest).

Models Bioclim Maxent Domain Mahal GLM SVM
AUC values 0.851163 0.949823 0.891457 0.865077 0.91071 0.80145

D.P 0.139435 0.379021 0.577633 -284.467 0.006444

532.419
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Figure legends:

Figure 1. Map showing the distribution of Belostoma angustum on South America. New registers
obtained for the Coastal Region in this study are depicted in blue; registers previously reported by
Stefanello et al. (2019) for the interior geomorphological units of the Pampa Biome are represented
in yellow; other registers are represented in black. The area of Brazil, Uruguay, Argentina and

Bolivia appear in yellow, green, pink and blue, respectively.

Figure 2. Chronophylogenetic tree obtained with the multi-locus dataset (the mitochondrial COI
and 16S genes, and the nuclear ITS marker). Values above and below (in bold) internal nodes refer
to the mean divergence dating and posterior probability of each clade, respectively. Bars represent

the 95% highest posterior density interval (HPD) for the divergence dating.

Figure 3. Genealogical relationships recovered among haplotypes or alleles samples at Coastal and
Interior Pampas for (a) 16S; (b) ITS; (c) COIL. Mutational steps are represented by dashes, and the

diameter of the circles is proportional to the number of individuals presenting each sequence.

Figure 4. Graph of the variation in the effective population size (Ne) inferred for B. angustum over
time. The dashed black line represents the average variation in Ne over time, whose 95%

confidence intervals (CPD) are delimited in gray. Time is referred as Mya.

Figure 5. Ensemble conjugated environmental suitability models predicted using Bioclim, Maxent,

Domain, Mahalanobis distance, GLM, SVM and Random Forest for B. angustum at Late Pliocene.

Figure 6. Ensemble conjugated environmental suitability models predicted using Bioclim, Maxent,
Domain, Mahalanobis distance, GLM, SVM and Random Forest for B. angustum at the Marine
Isotope Stage 19 (MIS, c. 787 ka).

Figure 7. Ensemble conjugated environmental suitability models predicted using Bioclim, Maxent,
Domain, Mahalanobis distance, GLM, SVM and Random Forest for B. angustum at the Last
Interglacial Period (LIG, c. 120-140 ka).
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Figure 8. Ensemble conjugated environmental suitability models predicted using Bioclim, Maxent,
Domain, Mahalanobis distance, GLM, SVM and Random Forest for B. angustum at (a) the Last
Glacial Maximum (LGM, c. 21 ka).

Figure 9. Ensemble conjugated environmental suitability models predicted using Bioclim, Maxent,

Domain, Mahalanobis distance, GLM, SVM and Random Forest for B. angustum at the present.
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SUPPORTING INFORMATION FILES

Table S1. Belostoma angustum collected in this study, with their respective collection points,

geographic coordinates and GenBank accession numbers.

Sample Region City Localities Geogx:aphlc GenBank accession numbers
coordinates
Long Lat COI1 16SrRNA ITS

Coastal . Vila Sanra
2417 CPL & Rio Grande Roun 52,1974 -32.0917 MN816965 # OL583855

Coastal . Vila Sanra
2419 Pl Rio Grande Rown 521974 -32.0017  MNBI6966 MN824254 1 conocc

Coastal . Vila Sanra
2422 Pl Rio Grande Row 521974 -32.0017  MNBI6967 MN824255 ) conoen
2423 Coastal  p.0 Grande VilaSanra 55 1974 30917 MN816968 MN824256

Plain Rosa #
2424 Coastal  p.0 Grande VilaSanra 55 1974 320917 MN816969 MN824257

Plain Rosa #

Coastal . Vila Sanra
2425 Pl Rio Grande Roun 521974  -32.0917 MNS816970 # OL583858
2427 Coastal  pi0 Grande VilaSanra s 1974 320917 MNS16972 #

Plain Rosa #
2428 Coastal  pi0 Grande VilaSanra 55 1974 30917  MN816973 "

Plain Rosa #

Coastal . Vila Sanra
2430 Pl Rio Grande Roun 52.1974  -32.0917  MNB16974 MNB24259 \ conos
2431 Coastal Rio Grande VilaSanra 55 1974 30917  MN816904 #

Plain Rosa #
2432 Coastal  p.0 Grande VilaSanra 55 1974 30917 MN816905 MN824260

Plain Rosa #

Coastal . Vila Sanra
2434 Pl Rio Grande Roun 52.1974  -32.0917  MNBI6906 MN824261 () conocs
2435 Coastal  pi0 Grande VilaSanra 55 1074 300917  MNS16907 MN824262

Plain Rosa #
2436 Coastal  pi0 Grande VilaSanra 55 1074 320917  MNS16908 MN824263

Plain Rosa #
2437 Coastal  pi0 Grande VilaSanra 55 1974 32,0917 4 MN824264

Plain Rosa #
252 cpp Coastal  SantaVitériado o 524361  -32.6791 MNS816926 MN824320

Plain Palmar #
2254 Coastal ~ Santa Vit6ria do Sarita 524361 -32.6791 # MN824322

Plain Palmar #
2255 Coastal  Santa Vitériado ¢ o) 504361 -32.6791 4 4

Plain Palmar #
2256 Coastal — Santa Vitéria do Sarita 524361 -32.6791 # MN824323

Plain Palmar #
2057 Coastal  Santa Vitériado ¢ o) 524361 -32.6791 4 MN824324

Plain Palmar #

Coastal .
2524 CP3 Rio Grande Senandes  -52.2810 -32.2478  MNB816929 MN824334 [ cooo
2189  CP4 lfg’il‘fltal Terra de Areia Fepagro 50.1050  -29.6408 MNS816952 MN824413 4
2576  CP5 gl‘:ﬁtal Sio José do Norte  Buturi 517285 -31.8462 MNS16910 MN824274 4
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2577

2578

2579

2580

2581

2582

2586

2587

2588

2589

2590

2594

2596

2597

2598

2599

2600

2601

2602

2603

2604

2606

2609

2610

2611

DPla

DPlaf
DPIb

CP6

DP1

Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Coastal
Plain
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression

Sédo José do Norte

Séo José do Norte

Séo José do Norte

Séo José do Norte

Sdo José do Norte

Sao José do Norte

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Mostardas

Sao Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Buturi

Buturi

Buturi

Buturi

Buturi

Buturi

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

Talhamar

-51.7285

-51.7285

-51.7285

-51.7285

-51.7285

-51.7285

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

-50.9618

—54.2453

—54.2453

—54.2453

-31.8462

-31.8462

-31.8462

-31.8462

-31.8462

-31.8462

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

-31.2616

—30.3255

—30.3255

—30.3255

MNS816911

MNZ816984

MN816985

MN816986

MN816987

MNS816988

MNS817007

MN817008

MN816918

MN816919

MN816920

MN816921

MN816922

MNS816923

MN817009

MNZ816924

MN817010

MN817011

MN816925

MN&817012

#

MNS817014

MNS817015

MN817016

MN817017

MN824275
#
MN824276
#

#
MN824278
#
MNS824303
#
MN824304
#
MN824305
#
MN&24307
MNS824308
#

#
MNZ824310
MN&824311
MN824312
MNS824313
MNS824314
MNS824315
#

MNZ824316
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DP1bf

DPIc

DPlcf
DP2a

DP2af

DP2b

DP2bf
DP2c

DP2cf

DP3a

DP3af
DP3b

DP3bf

DP3c

DP3cf
DP4a

DP4af

DP4b

DP4bf
DP4c

DP4cf

DP5a

DP5af
DP5b

DP5bf

DP5c

DP5cf
DP6a

Dp2

DP3

DP4

DP5

DP6

Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Sdo Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Sédo Gabriel

Rosario do Sul

Rosario do Sul

Rosario do Sul

Rosario do Sul

Rosario do Sul

Rosario do Sul

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Dom Pedrito

Santana do
Livramento

—54.2453

—54.2453

—54.2453

—54.4139

—54.4139

—54.4139

—54.4139

—54.4139

—54.4139

—54.7938

—54.7938

—54.7938

—54.7938

—54.7938

—54.7938

—54.5695

—54.5695

—54.5695

—54.5695

—54.5695

—54.5695

—54.9201

—54.9201

—54.9201

—54.9201

—54.9201

—54.9201

—54.6790

—30.3255

—30.3255

—30.3255

—30.5306

—30.5306

—30.5306

—30.5306

—30.5306

—30.5306

—30.5447

—30.5447

—30.5447

—30.5447

—30.5447

—30.5447

—-30.8276

—-30.8276

—-30.8276

—30.8276

—30.8276

—30.8276

-30.9727

-30.9727

—-30.9727

—30.9727

—-30.9727

—-30.9727

—31.2503
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DP6af

DP6b

DP6bf
DP6c

DP6cf

PCla

PClaf

PClb

PCI1bf

PClc

PClcf

PC2a

PC2af

PC2b

PC2bf

PC2c

PC2cf

PC3a

PC3af

PC3b

PC3bf

PC3c

PC3cf

PC4a

PC4af

PC4b

PC4bf

PC4c

PC1

PC2

PC3

PC4

Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Central
Depression
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland

Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento

Rosario do Sul
Rosario do Sul
Rosario do Sul
Rosario do Sul
Rosario do Sul

Rosario do Sul

Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento

Quarai
Quarai
Quarai
Quarai

Quarai

—54.6790

—54.6790

—54.6790

—54.6790

—54.6790

—55.2244

—55.2244

—55.2244

—55.2244

—55.2244

—55.2244

—55.5194

—55.5194

—55.5194

—55.5194

—55.5194

—55.5194

—56.0004

—56.0004

—56.0004

—56.0004

—56.0004

—56.0004

—55.6183

—55.6183

—55.6183

—55.6183

—55.6183

—31.2503

—31.2503

—31.2503

—31.2503

—31.2503

—30.3463

—30.3463

—30.3463

—30.3463

—30.3463

—30.3463

—30.6637

—30.6637

—30.6637

—30.6637

—30.6637

—30.6637

—30.2879

—30.2879

—30.2879

—30.2879

—30.2879

—30.2879

—-30.4717

—30.4717

-30.4717

-30.4717

—30.4717
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PCé4cf

PC5a

PC5af

PC5b
PC5bf

PC5c

PC5cf

PC6a

PCo6af

PC6b
PCo6bf

PCoc

PC6cf

PSla

PSlaf

PS1b

PS1bf

PSlc

PSlcf

PS2a

PS2af

PS2b

PC5

PC6

PS1

PS2

Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland
Campanha
Highland

Campanha
Highland

Campanha
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland

Quarai

Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento
Santana do
Livramento

Santana do
Livramento

Santana do

Livramento

Bardo do Triunfo

Bardo do Triunfo

Bardo do Triunfo

Bardo do Triunfo

Bardo do Triunfo

Bario do Triunfo

Encruzilhada do Sul

Encruzilhada do Sul

Encruzilhada do Sul

—55.6183

—55.8274

—55.8274

—55.8274

—55.8274

—55.8274

—55.8274

—55.7712

—55.7712

—55.7712

—55.7712

—55.7712

—55.7712

—51.8040

—51.8040

—51.8040

—51.8040

—51.8040

—51.8040

—52.6152

—52.6152

—52.6152

—30.4717

—30.6976

—-30.6976

—30.6976

—30.6976

—30.6976

—30.6976

—30.9922

—30.9922

—30.9922

—30.9922

—30.9922

—30.9922

—30.4180

—30.4180

—30.4180

—30.4180

—30.4180

—30.4180

—30.6309

—30.6309

—30.6309
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PS2bf

PS2c

PS2cf

PS3a

PS3af

PS3b

PS3bf

PS3c

PS3ct

PS4a

PS4af

PS4b

PS4bf

PS4c

PS4cf

PS5a

PS5af

PS5b

PS3

PS4

PS5

Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland

Encruzilhada do Sul

Encruzilhada do Sul

Encruzilhada do Sul

Cangucu

Cangucu

Cangucu

Cangucu

Cangucu

Cangucu

Pinheiro Machado

Pinheiro Machado

Pinheiro Machado

Pinheiro Machado

Pinheiro Machado

Pinheiro Machado

Bagé

Bagé

Bagé

—52.6152

—52.6152

—52.6152

—52.5438

—52.5438

—52.5438

—52.5438

—52.5438

—52.5438

—53.3560

—53.3560

—53.3560

—53.3560

—53.3560

—53.3560

—53.8205

—53.8205

—53.8205

—30.6309

—30.6309

—30.6309

—31.2528

—31.2528

—31.2528

—31.2528

—31.2528

—31.2528

—31.5090

—31.5090

—31.5090

—31.5090

—31.5090

—31.5090

-31.1520

—-31.1520

—31.1520
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PS5bf

PS5c¢

PS5ct

PS6a

PS6af

PS6b

PS6bf

PS6c

PSé6cf

PS6

Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland
Sul-Rio-
Grandense
Highland

Bagé

Bagé

Bagé

Cacgapava do Sul

Cacapava do Sul

Cacapava do Sul

Cacapava do Sul

Cacgapava do Sul

Cacgapava do Sul

—53.8205

—53.8205

—53.8205

—30.5993

—30.5993

—30.5993

—30.5993

—30.5993

—30.5993

—31.1520

—31.1520

—-31.1520

—53.4886

—53.4886

—53.4886

—53.4886

—53.4886

—53.4886

#

Obs.: * The haplotype sequences obtained from COI, ITS1 and 16S for samples from all regions

(except for the coastal plain) are available in GenBank under accession numbers MG066539 -

MG066580, MG195916 - MG195948 and MG209117 - MG209120, respectively.
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Table S2. Values of AMOVA for 16SrRNA.

Source of variation

d.f Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Among groups 1 7.794 0.09208 Va 26.53
Among populations within groups 22 7.575 0.01576 Vb 4.54
Within populations 146 34.925 0.23921 Vc 68.93
Total 169 50.294 0.34705

*Fixation Indices: FST:0.23545 (P-value=0.00000+-0.00000); FSC:0.06182 (P-value = 0.00050+-
0.00022); FCT:0.26532 (P-value = 0.00000+-0.00000).

Table S3. Values of AMOVA for COL.

Source of variation

d.f Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Among groups 1 0.749 0.00062 Va 0.15
Among populations within groups 22 12.113 0.02837 Vb 6.70
Within populations 116 45.788 0.39472 Vc 93.16
Total 139 56.650 0.42372

*Fixation Indices: FST: 0.06680 (0.01703+-0.00137); FSC: 0.06706 (P-value= 0.00871+-
0.00082); FCT: 0.00147 (P-value= 0.28248+-0.00441).

Table S4. Values of AMOVA for ITS.

Source of variation

d.f Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Among groups 1 0.976 0.01951 Va 6.45
Among populations within groups 17 8.820 0.02282 Vb 7.54
Within populations 197 51.283 0.26032 Vc 86.01
Total 215 61.079 0.30266

*Fixation Indices: FST: 0.08303 (P-value=0.00000+-0.00000); FSC: 0.08060 (P-value= 0.00000+-
0.00000); FCT:0.06447 (P-value= 0.16386+-0.00355).

Table S5. Values of AMOVA for mitochondrial concatenated matrix.

Source of variation

d.f Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Among groups 1 8.290 0.08546 Va 8.59
Among populations within groups 22 32.840 0.11479 Vb 11.54
Within populations 132 104.902 0.79471 Vc 79.87
Total 155 146.032 0.99495

*Fixation Indices: FST: 0.17160 (P-value=0.00000+-0.00000); FSC: 0.12621 (P-value= 0.00000+-
0.00000); FCT: 0.08589 (P-value=0.00069+-0.00025).

Table S6. Values of AMOVA for concatenated matrix of COI + 16S + ITS.

Source of variation

d.f Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Among groups

20.205 0.91496 Va

36.79

Among populations within groups 18 55.500 0.36897 Vb 14.83
Within populations 84 101.083 1.20337 V¢ 48.38
Total 103 176.788 2.48730

*Fixation Indices: FST: 0.32619 (P-value=0.00000+-0.00000); FSC: 0.23466 (P-value=0.00000+-
0.00000); FCT: 0.36785 (P-value= 0.00515+-0.00072).
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Figure S1. Phylogenetic tree of Bayesian Analysis of COI gene. Values above internal nodes refer

to the posterior probability of each clade.
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angustum 2419
angustum 2422
angustum 2423
angustum 2430
angustum 2432
angustum 2434
angustum 2435
angustum 2436
angustum 2437
angustum 2576
angustum 2577
angustum 2579
angustum 2582
B. angustum 2587
angustum 2589
angustum 2594
angustum 2598
angustum 2601
angustum 2602
angustum 2603
angustum 2609
angustum 2611
angustum 2254
angustum 2256
angustum 2257
angustum 2524
B. angustum 2189
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angustum DP6c
angustum PC1a
angustum PC1b
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Figure S2. Phylogenetic tree of Bayesian Analysis of 16S gene. Values above internal nodes refer to

the posterior probability of each clade.
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angustum 2417
angusfum 2419
angustum 2422
angustum 2425
angustum 2430
angustum 2434
angustum 2524
angustum DP1a
angustum DP1b
angustum DP1bf
angustum DP1c
angustum DP1cf
angustum DP2a
angustum DP2af
angustum DP2b
angustum DP2bf
angustum DP2c
angustum DP2cf
angustum DP3a
angustum DP3b
angustum DP3bf
angustum DP4a
angustum DP4af
angustum DP4b
angustum DP4bf
angustum DP4c
angustum DP4cf
angusfum DP5a
angustum DP5af
angustum DP5bf
angustum DP5cf
angusfum DPBaf
angustum DP8cf
angustum PCla
angustum PC1af
angustum PC1b
angustum PC1bf
angustum PC1lc
angustum PC1cf
angustum PC2a
angustum PC2af
angustum PC2b
angustum PC2bf
angustum PC2c
angustum PC3a
angustum PC3af
angustum PC3bf
angustum PC3c
angustum PC3cf
angustum PCda
angustum PCdaf
B. angustum PC4b
B. angustum PC4bf
B. angustum PC4cf
B. angustum PC5a
angustum PC5b
angustum PCS5bf
angustum PC5c¢
angustum PCS5cf
angustum PC6a
angustum PCBaf
angustum PCBb
angustum PC6Ebf
angustum PC6cf
angustum PS1af
angustum PS1b
angustum PS1bf
angustum PS1c
B. angustum PS1cf
angustum PS2a
angustum PS2b
B. angustum PS2bf
angustum PS2c
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Figure S3. Phylogenetic tree of Bayesian Analysis of ITS gene. Values above internal nodes refer to

the posterior probability of each clade.
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Abstract

O género Culicoides apresenta mais de 1.300 espécies, que sdo conhecidas popularmente
como “maruim”, “meruim”, “mosquito-polvora” ou “mosquito do mangue”. Estas espécies
possuem extrema importancia médica e veterindria, e, consequentemente, econdmica, pois sao
transmissoras de diversos tipos de doencas, como Bluetongue, Oropouche, doenca do cavalo
africano, Encefalite Equina entre outros, que afetam o gado, ovelhas, cavalos e, no caso da febre
Oropouche, os seres humanos. As espécies sao extremamente pequenas, variam de 1 a 3mm e, por
isso, de dificil identificacdo morfologica. Além disso, as chaves de identificacdo do grupo
consideram principalmente os caracteres das manchas das asas como caracteres diagndsticos, o que
pode levar a incongruéncias na identificacdo das espécies. Desta forma, mesmo contendo espécies
com importancia médica e veterindria, Culicoides carece de meios mais efetivos de identificacdo e
delimitacdo de espécies, bem como de avaliacdes mais amplas acerca das relacdes filogenéticas
entre espécies. Por isso, o objetivo do estudo foi avaliar a efetividade da ferramenta de DNA
Barcode para a identificacio e/ou delimitacdo de espécies de Culicoides, auxiliando na
compreensdo dos seus niveis de diversidade criptica e das relacdes filogenéticas entre espécies.
Para isso, foram coletados espécimes de Culicoides em 10 pontos distribuidos no estado do Rio
Grande do Sul. Os espécimes coletados tiveram seu DNA extraido e os genes COI, 16S e 28S
amplificados, purificados e sequenciados. Apds, foram realizadas andlises filogenéticas, de
distancia e de coalescéncia para cada gene. Segundo as andlises filogenéticas realizadas para COlI,
28S e 16S, foram recuperados 12, 11 e sete linhagens, respectivamente. Dentre estas, C.
bambusicola e C. impusilloides se revelaram reciprocamente monofiléticas, espécimes de C.
alvarezi, C. fernandoi e C. venezuelensis foram subdivididas em linhagens distintas e C. insignis
revelou-se parafilética com relagdo a C. guttatus e um espécime de C. fernandois. Assim, os
resultados demonstraram a efetividade de ferramentas associadas ao DNA Barcode para a
identificacdo de espécies no grupo, e demonstraram importantes limitagdes no uso dos padrdes de
manchas nas asas como caracter diagnostico das espécies Neotropicais de Culicoides.

Palavras-chave: DNA Barcoding, maruim, COI, 16SrRNA, 28SrRNA.
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INTRODUCAO

O género Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) apresenta mais de 1.300 espécies com
cerca de 1-3mm de tamanho corporal (Castelléon & Veras, 2015), popularmente conhecidas como
“maruim”, “meruim”, “mosquito-pélvora” ou ‘“mosquito-do-mangue”. Estas sdo espécies
hemato6fagas que se distribuem mundialmente, exceto na Nova Zelandia, nas [1has Havaianas e nas
regides polares (Borkent, 2012). Grande parte (90%) das espécies de Culicoides pertencem a 33
subgéneros e 38 grupos de espécies informais, enquanto os 10% restantes constituem espécies nao
alocadas (Rot et al. 2020). No entanto, € bastante provdvel que o nimero de espécies de Culicoides
represente uma subestimativa, devido tanto ao déficit de identificacdo causado pela extrema
dificuldade de identificacdo através de caracteres morfoldgicos quanto a presenca de espécies
cripticas. Por outro lado, a subdivisdo de espécies em subgéneros e grupos foi estabelecida
principalmente com base em caracteres morfolégicos (Borkent & Spinelli, 2007), que podem
apresentar diferentes niveis de plasticidade ou canalizacdo, e explicitam a necessidade de testes
adicionais.

As espécies de Culicoides podem atuar como vetores de diversas doencas com importancia
médica, veterindria e, consequentemente, econOmica. Entre as doengas mais conhecidas
transmitidas especialmente pelas fémeas do género destacam-se: Bluetongue, uma doenca que afeta
tanto o gado quanto as ovelhas (embora os primeiros possam permanecer assintomaticos),
caracterizada por febre, inflamagdo e ulceracdo da mucosa nasal e da boca, causando dor e
dificuldade para se alimentar, e podendo levar a 6bito por asfixia devido ao inchago da lingua e
obstru¢do das vias aéreas. A colorac¢do azul da lingua € a caracteristica que dd o nome a doenga
(Castellon & Veras, 2015). Outras doencas de grande importancia veterindria que também podem
ser transmitidas por Culicoides sao a Encefalite Equina, a Doenga do Cavalo Africano, a Doenga

Hemorragica Epizodtica, Schmallenberg e, em humanos, a febre Oropouche (Castellén e Veras,
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2015; Barber et al., 2018; Rovid, 2015). Esta ultima € caracterizada por estado febril, dores
musculares e de cabeca, tonteira, arrepios, conjuntivite, nduseas, vOomitos, diarreia e coriza
(Pinheiro et al., 1981). Ha registros de sete surtos de febre Oropouche no Brasil de 1961 a 1978,
todos no estado do Para (Castellon e Veras, 2015). Além disso, as espécies de Culicoides podem
ser agentes etiologicos de diversos outros tipos de virus como Flavivirus, Alphavirus,
Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Orbivirus (Martinez-de la Puente et al., 2015). Por
fim, além da transmissdo de doencas, a picada dos maruins € dolorosa e caracteristica por causar
grande desconforto, com inchaco local, coceira intensa, formacdo de pustulas, e até febre e
inflamac¢des em casos mais graves.

Atualmente, a identificacdo morfoldgica de Culicoides é realizada principalmente por meio
da caracterizacdo dos ornamentos das asas, o que permite a identificacdo, em alguns casos, até o
nivel de espécie (Wirth & Spinelli, 2007). No entanto, esta metodologia possui importantes
limitagdes, como, por exemplo, a identificacdo sexo-especifica de fémeas, j4 que os machos
costumam apresentar asas mais estreitas e nao sao contemplados nas chaves de identificacdo. Além
disso, o porte extremamente pequeno das espécies e a auséncia de chaves de identificacao que
incluam espécies a nivel global conferem dificuldades adicionais aos taxonomistas. Por outro lado,
a falta de taxonomistas capacitados para realizar as identificagdes morfolégicas, somada a presenca
de chaves de identificacdo imprecisas e dadas a interpretagdes divergentes, torna a identificacao de
espécies de Culicoides um importante desafio. Isso demonstra a importancia de uma ferramenta
mais eficiente, confidvel, rdpida e simplificada para a identificacdo das espécies, que se faz
necessaria ndo apenas para fins académicos, como também para controle e manejo das espécies
responsdveis pela transmissao de doencgas. Ferramentas de identificacio molecular, como o DNA
Barcoding, podem fornecer uma contribui¢do significativa para essa tarefa, ao permitir ndo apenas

a identificacdo de espécies, como a delimitacdo de espécies potencialmente novas, auxiliando na
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descoberta dos niveis cripticos ou desconhecidos de biodiversidade (Hebert et al., 2004b; Yassin
et al., 2008). O DNA Barcoding, em particular, propde o cumprimento destas tarefas por meio de
um pequeno fragmento de DNA mitocondrial contendo a regido parte da regido 5’ do gene
Citocromo Oxidase subunidade I, que em ultima andlise funciona como um “codigo de barras” da
espécie (Hebert et al. 2003). O principal pressuposto para a aplicabilidade desta técnica € a
existéncia de um Barcoding Gap, onde as distancias intraespecificas (distancias genéticas entre
individuos da mesma espécie) sejam menores do que as distancias interespecificas (distancias
genéticas entre individuos de espécies diferentes) (Hebert et al. 2003; Hebert et al. 2004a). Para
que esta suposi¢cdo seja cumprida, é importante que as espécies individuais sejam reciprocamente
monofiléticas. Para tentar superar alguns dos potenciais problemas associados a metodologia do
DNA Barcoding, o uso de andlises complementares, junto com o emprego de diferentes marcadores
vem sendo cada vez mais defendido (Joshi & Agarwal, 2021; Daglio & Dawson, 2019). Além de
fornecer respostas mais robustas acerca da identidade das espécies, o emprego de um nimero maior
de ferramentas e marcadores também costuma fornecer informag¢des importantes sobre as relacdes
filogenéticas entre espécies.

Até o momento, existem relativamente poucos artigos abordando a ferramenta do DNA
Barcode e as relacoes filogenéticas entre Culicoides (Pages et al., 2009; Videvall et al., 2013;
Harrup et al., 2016; Bakhoum et al. 2018; Jomkumsing et al., 2021). Estes trabalhos tém revelado
resultados promissores, mas ainda apresentam importantes lacunas no que se refere a inclusao de
espécies Neotropicais. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi fornecer subsidios que
auxiliem na identificacdo das espécies ja descritas de Culicoides no Neotropico, avaliando
também a presenca de diversidade criptica ou ndao reconhecida dentro do género e as relacdes

filogenéticas entre espécies. Para tanto, foram empregadas técnicas associadas ao DNA-
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Barcoding, mas com inclusdo de outros marcadores moleculares e morfoldgicos (ornamentos das

asas).

MATERIAL E METODOS
Coleta e Identificacao

Os espécimes utilizados neste trabalho foram coletados em 10 pontos distribuidos no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, nos municipios de Rio Grande, Pelotas, Santa Maria, Horizontina, Porto
Alegre, Sao José do Norte e Capao do Ledo (Tabela S1). Os espécimes foram coletados utilizando
armadilha luminosa Luiz de Queiroz no periodo de 17h até 8h da manha seguinte. Os individuos
coletados foram entdo diretamente mergulhados em etanol absoluto e posteriormente armazenados
em laboratdrio a temperatura de -20°C.

A identificacdo morfoldgica foi realizada através dos ornamentos e manchas das asas, utilizando a
chave de identificacdo elaborada por Wirth & Spinelli (2007). Laminas das asas foram montadas
em Balsamo do Canad4, segundo protocolo de Wirth & Marston (1968). Para isso foram utilizados
pelo menos um individuo de cada espécie, incluindo, sempre que possivel, uma amostra de cada

sexo para cada ponto de coleta.

Manipulacao do DNA

A extragdo de DNA foi realizada utilizando kit NucleoSpin Tissue XS (MACHEREY-NAGEL).
Os genes mitocondriais Citocromo C oxidase subunidade I (COI), 16STRNA e o gene nuclear
28SrRNA foram entdo amplificados utilizando os seguintes pares de primers: LepF: 5’
ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 3’ e LepR: 5
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 3> (Augot et al. 2017); LRKI13417: 5’

CGCCTGTTTAACAAAAACAT 3° (Simon et al. 1994) e LRJ12961: 5°
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TTTAATCCAACATCGAGG 3> (Cognato &  Vogler, 2001) e DD: 5
GGGACCCGTCTTGAAACAC 3’ e FF: 5 TTACACACTCCTTAGCGGAT 3’ (Hillis e Dixon,
1991), respectivamente. Para as PCRs, a cada reagcdo de 20 ul, foram adicionados 50-100 ng de
DNA a um mix contendo 1 x tampao, 1uM de cada iniciador, 0,25 mM de cada ANTP, 2,5 mM de
MgCl12 e 0,5 U de Taqg DNA polimerase. A amplificagdo de COI foi realizada por uma desnaturacgao
inicial a 94°C por 5 min., seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45seg., anelamento a
55-57°C por 45seg. e extensdo a 72°C por 1min, e mais um ciclo de extensao final 72°C por 7 min.
A amplificac@o de 16S foi realizada por uma desnaturagdo inicial de 94°C por 1 min., seguida por
30 ciclos de desnaturacdo a 94°C, anelamento a 52.5°C e extensdo a 72°C durante 1min, e, por fim,
uma extensdo final a 72°C por 7 min. E, finalmente, a amplificacdo de 28S se deu por uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 3min., seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30seg.,
anelamento a 58°C por 1min e 30 seg. e desnaturagdo a 68°C por Imin e por uma extensdo final a
68°C por 10 min. Os amplicons obtidos foram purificados com uma solu¢ido contendo 7,5M de
acetato de amonio (C2H7NO2), sendo entao diretamente sequenciados pela empresa MACROGEN
(Seul, Coreia do Sul) em um sequenciador automatico 23 ABI 3730XLs, utilizando os mesmos

primers da PCR.

Analises filogenéticas, de distancia e de coalescéncia

Primeiramente, as sequéncias contidas nos eletroferogramas tiveram sua identidade confirmada
pelo uso do BLASTN (NCBI, 2021). Todos os eletroferogramas obtidos foram entao inspecionados
e montados com o uso do programa Gap4, do pacote Staden (Staden, 1996). Os alinhamentos foram
realizados com o uso do algoritmo ClustalW, como apresentado no programa Mega 7.0 (Tamura

et al., 2013).
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As andlises filogenéticas foram realizadas, individual e simultaneamente, através de
andlises Bayesianas, conduzidas no programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001),
utilizando o modelo SYM+G, que foi selecionado pelo Akaike Information Criterion
implementado no MrModeltest2 (Nylander, 2004) para cada um dos trés genes. As arvores foram
enraizadas utilizando Chironomus tepperi como outgroup.

Em seguida, as distincias intra e inter-clados, bem como as distincias intra e
interespecificas, foram calculadas no Mega 7.0, utilizando o modelo Kimura-2-parametros. Uma
andlise Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) foi ainda realizada através do modelo Kimura
2-parametros (K2P) utilizando um prior de 0,04 em ABGD Web (ABGD Web, 2021), sem
nenhuma especificacdo a priori envolvendo a identidade ou o nimero de espécies.

Por fim, uma andlise de coalescéncia Generalised Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Pons
et al., 2006; Fontaneto et al., 2007; Fujisawa e Barraclough, 2013) foi realizada utilizando o
software RStudio e o pacote de dados “ape”, “paran”, “rncl” e “splits”. Para esta analise, uma
arvore ultramétrica foi inicialmente gerada no Beast 2.4.8 (Drummond et al., 2012) sob um modelo
estrito de relégio molecular. O modelo de substitui¢des nucleotidicas utilizado foi o SYM+G,
sugerido pelo AIC realizado no MrModelTest2. As corridas de MCMC envolveram 500.000.000
de geracdes, amostrando a cada 5.000, com 10% de burnin. Ainda sob uma perspectiva de
coalescéncia, as relacdes entre os hapldtipos foram inferidas através da construgcdo de redes de

haplétipos ou networks, através do algoritmo de median-joining, no software Network 5.0.1.1

(Bandelt et al., 1999).

RESULTADOS
Foram coletados um total de 75 espécimes, sendo que 55 deles foram destinados a andlise

molecular: 35 machos e 20 fémeas (Tabela S1); e 20 destinados a montagem de laminas. Destes,
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52 foram caracterizados para o gene COI, 28 para 16STRNA e 45 para 28SrRNA. De acordo com
as 1dentificagdes morfoldgicas, foram amostradas as um total de 12 espécies: C. alvarezi (n = 2),
C. bambusicola (n =9), C. beaveri (n = 1), C caridei (n = 1), C. fernandoi (n = 2), C. guttatus (n =
5), C. impusilloides (n = 4), C. insignis (n = 14), C. irwini (n = 4), C. pusilloides (n = 1), C. spurius
(n=1)e C. venezuelensis (n = 10).

Na anélise de COI (Figura 1), a andlise da matriz de dados resultou em dois grandes grupos
(PP=1.00): o primeiro formado pelas linhagens amarela [C. insignis + C. guttatus + C. fernandoi
(espécime 13)] e ciano [C. fernandoi (espécime 31)], representando o subgénero hoffmania, e a
segunda formada pelas linhagens roxa (C. pusilloides - subgénero Avaritia), rosa claro [C.
venezuelensis (espécime 29) - subgénero subgénero Psychophaena), lilds (C. beaveri - grupo
daedalus), azul (C. impusiloides - subgénero Avaritia), verde claro (C. spurius - subgénero
Haematomyidium), rosa (C. venezuelensis - subgénero Psychophaena), vermelha (C. caridei -
subgénero Cotocripus), preta [C. alvarezi (espécime 48), grupo stigmalis), verde [C. irwini + C.
alvarezi (espécime 47) - subgénero Cotocripus e grupo stigmalis, respectivamente) e laranja (C.
bambusicola - subgénero Cotocripus. Assim, das oito espécies que tiveram mais de um espécime
caracterizada para COI, apenas C. bambusicola e C. impusilloides se apresentaram monofiléticas.
De fato, C. insignis, C. irwini se revelaram parafiléticas com relacdo a C. guttatus/C. fernandoi e
C. alvarezi, respectivamente. Por outro lado, C. alvarezi, C. fernandoi e C. venezuelensis foram
recuperadas como polifiléticas.

A conformacio das linhagens resultantes da andlise 28S (Figura 2) foi semelhante aquela
encontrada para COI. Assim como no gene mitocondrial, 28S apresentou uma divisdo em dois
grandes grupos (PP=1.00), porém a constitui¢do destes grupos foi diferente. As linhagens laranja,
verde escura e vermelha, que correspondem a C. bambusicola, C. irwini + C. caridei (subgénero

Cotocripus) e C. alvarezi (grupo stigmalis) formaram um grupo separado do restante das espécies,
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enquanto as linhagens roxa e azul (C. pusilloides e C. impusilloides, respectivamente - subgénero
Avaritia), verde clara (C. spurius - subgénero Haematomyidium) e rosa (C. venezuelensis -
subgénero Psychophaena) agruparam com as linhagens ciano [C. fernandoi (espécime 31)] e
amarela [C. insignis + C. guttatus + C. fernandoi (espécime 13)] . Ainda assim, a constitui¢ao das
linhagens permaneceu bastante semelhante, e apenas C. bambusicola e C. impusilloides
apresentaram-se monofiléticas.

J& para 16S (Figura 3), a conformagdo das linhagens formou uma politomia, exceto pelo
agrupamento das linhagens amarela [C. insignis + C. guttatus] e ciano [C. fernandoi (espécime
13)], recuperando a monofilia do subgénero hoffmania (PP=1.00); pela linhagem rosa (C.
venezuelensis - subgénero Psychophaena) (PP=1.00), e pelo agrupamento das linhagens azul (C.
impusilloides - subgénero Avaritia) e verde clara (C. spurius - subgénero Haematomyidium)
(PP=0.73). Neste caso, como o espécime 29 de C. venezuelensis ndo foi caracterizado para este
marcador, esta espécie revelou-se reciprocamente monofilética com relagdo as demais. Ademais,
C. impusilloides foi recuperada como monofilética, enquanto C. insignis se revelou parafilética

com relacdo a C. guttatus.
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Figura 1. Arvore filogenética recuperada através de andlise Bayesiana a partir da matriz obtida
para COI. Valores acima dos nés internos se referem a probabilidade posterior de cada clado. As

linhas verticais representam os agrupamentos recuperados pela anédlise ABGD.
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Figura 2. Arvore filogenética recuperada através de andlise Bayesiana a partir da matriz obtida
para 28S. Valores acima dos nds internos se referem a probabilidade posterior de cada clado. As

linhas verticais representam os agrupamentos recuperados pela anédlise ABGD.
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Assim, os trés marcadores recuperaram a monofilia da linhagem amarela composta por C. insignis,
C. guttatus e C. fernandoi com altos valores de PP (1.0, 1.0 e 0.76) para COI, 16S e 28S,
respectivamente. O espécime 13 de C. fernandoi apareceu em um ramo unico (linhagem ciano) e
irmao do clado amarelo em todas as andlises recuperando a monofilia do subgénero Hoffmania (PP
= 1.0, 1.0 e 0.98 para COI, 16S e 28S, respectivamente) e sugerindo a presenca de diversidade
criptica em C. fernandoi. O mesmo aconteceu com os dois espécimes de C. alvarezi, que parecem
nao compartilhar um ancestral comum mais recente entre si do que com relagdo a C. irwini e C.
bambusicola. As linhagens azul (C. impusilloides) (PP=1.00 em todas as andlises) e laranja (C.
bambusicola) (PP=1.00 para COI e 28S) tiveram sua monofilia recuperada em todas as anélises em
que as mesmos foram empregadas (C. bambusicola ndo foi incluso na anélise de 16S). Em todas
as andlises, C. venezuelensis ficou dividida em duas linhagens, uma vez que o espécime 29 revelou-
se geneticamente distinto dos demais. As espécies representadas por apenas um espécime (C.
pusilloides, C. spurius, C. caridei e C. beaveri) apresentaram-se como linhagens distintas em todas

as analises.

Distancias intra e interclados

De acordo com as andlises pareadas de distancias, as distancias intra-linhagens de COI
variaram entre 0% a 6.78% (Tabela 1). Neste caso, os maiores valores foram recuperados em
comparagdes internas envolvendo a linhagem amarela, que apresenta alguns espécimes de C.
insignis e C. fernandoi bastante divergentes. Para as demais linhagens, as distancias pareadas
internas ndo passaram de 2.08% (clado azul). Devido a alta divergéncia entre as linhagens

(distancia interlinhagens), foi recuperado o Barcoding gap para todas as linhagens nas andlises
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envolvendo COI, com valor minimo de 6.52% para a linhagem amarela. Todos os outros
agrupamentos mostraram valores de Barcoding gap maiores de 12%.

Para 16S, as distancias intralinhagens variaram de 0% a 1.98% (linhagem amarela) e as
distancias interlinhagens variaram de 5.8% (linhagem amarela) a 24.18% (linhagem rosa) (Tabela
2). E, por ultimo, para 28S os valores das distancias intralinhagens variaram de 0% a 6.78%
(linhagem amarela) e as interlinhagens variaram de 12.6% a 26.8% (Tabela 3). Assim, tanto para
16S quanto para 28S, também foi recuperado o Barcoding gap para todas as linhagens, sendo que
o menor valor de Barcoding gap foi encontrado para a linhagem amarela em todas as anélises, € 0

maior valor para C. pusilloides (para as anélises de COI e 28S) e C. spurius (para a anélise de 16S).
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Tabela 1. Intervalos entre as distancias minimas e mdximas intra e interlinhagens com relacio a

cada uma das linhagens recuperadas pela andlise de COL.

Linhagens Distancias Min. Distancias Max. BG!
(%) (%)

Amarelo Intralinhagem 0.00 6.78 6.52
Interlinhagem 13.3 23.7

Ciano Intralinhagem 0.00 0.00 13.3
Interlinhagem 13.3 23.0

Rosa Intralinhagem 0.16 2.39 13.61
Interlinhagem 16.0 249

Roxo Intralinhagem 0.00 0.00 22.1
Interlinhagem 22.1 26.2

Preto Intralinhagem 0.00 0.00 12.6
Interlinhagem 12.6 23.6

Vermelho  Intralinhagem 0.00 0.00 17.8
Interlinhagem 17.8 23.3

Rosa Claro Intralinhagem 0.00 0.00 20.2
Interlinhagem 20.2 26.8

Verde Intralinhagem 0.00 1.19 11.41
Interlinhagem 12.6 24.1

Azul Intralinhagem 0.00 2.08 15.32
Interlinhagem 17.4 26.2

Lilas Intralinhagem 0.00 0.00 20.0
Interlinhagem 20.0 26.2

Verde Intralinhagem 0.00 0.00 16.0

Claro
Interlinhagem 16.0 25.6

Laranja Intralinhagem 0.00 1.39 15.61
Interlinhagem 17.0 26.8

1Barcode gap (subtracdo da distancia intra maxima da distincia inter minima).
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Tabela 2. Intervalos entre as distancias minimas e mdximas intra e interlinhagens com relagdo a
cada uma das linhagens recuperadas pela andlise de 16S.

Linhagens Distancia Min. (%) Distancia Max. (%) BG!

Amarelo Intralinhagem 0.00 1.98 3.82
Interlinhagem 5.8 20.15

Ciano Intralinhagem 0.00 0.00 5.81
Interlinhagem 5.81 20.15

Rosa Intralinhagem 0.00 0.00 11.88
Interlinhagem 11.88 24.18

Roxo Intralinhagem 0.00 0.00 12.16
Interlinhagem 12.16 22.31

Vermelho Intralinhagem 0.00 0.00 20.15
Interlinhagem 20.15 24.18

Azul Intralinhagem 0.00 0.27 13.85
Interlinhagem 14.12 23.27

Verde Claro Intralinhagem 0.00 0.00 16.96
Interlinhagem 16.96 22.41

1Barcode gap (subtracdo da distancia intra maxima da distincia inter minima).
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Tabela 3. Intervalos entre as distdncias minimas e médximas intra e interlinhagens com relacio a
cada uma das linhagens recuperadas pela andlise de 28S.

Linhagens Distancia Min. (%) Distancia Max. (%) BG!

Amarelo Intralinhagem 0.00 6.78 6.52
Interlinhagem 13.3 23.7

Ciano Intralinhagem 0.00 0.00 13.3
Interlinhagem 13.3 23.0

Rosa Intralinhagem 0.16 2.39 13.61
Interlinhagem 16.0 24.9

Roxo Intralinhagem 0.00 0.00 22.1
Interlinhagem 22.1 26.2

Preto Intralinhagem 0.00 0.00 12.6
Interlinhagem 12.6 23.6

Vermelho Intralinhagem 0.00 0.00 17.8
Interlinhagem 17.8 23.3

Rosa Claro  Intralinhagem 0.00 0.00 20.2
Interlinhagem 20.2 26.8

Verde Intralinhagem 0.00 0.00 11.41
Interlinhagem 12.6 24.1

Azul Intralinhagem 0.00 0.00 15.32
Interlinhagem 17.4 26.2

Verde Claro Intralinhagem 0.00 0.00 16.0
Interlinhagem 16.0 25.6

Laranja Intralinhagem 0.00 1.39 15.61
Interlinhagem 17.0 26.8

1Barcode gap (subtracio da distancia intra mdxima da distancia inter minima).

Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)
A andlise ABGD de COI, 28S e 16S recuperou 12, 11 e 9 grupos representados pelas linhas

verticais nas Figuras 1, 2 e 3.

Analise de coalescéncia GMYC
A GMYC de COI dividiu a matriz de dados em 15 grupos: 1) C. bambusicola, 2) C. irwini
juntamente com o espécime 47 de C. alvarezi; 3) C. insignis + C. gutattus; 4) C. fernandoi

(espécime 31) + C. insignis (espécime 8); 5 e 6) subdivisdes de C. venezuelensis; 7) C.
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impusilloides; 8) C. spurius; 9) C. fernandoi (espécime 13); 10) C. insignis (espécime 26); 11) C.
venezuelensis (espécime 29); 12) C. beaveri; 13) C. pusilloides; 14) C. alvarezi (espécime 48) e
15) C. caridei. A andlise de 28S foi semelhante a andlise de COI, porém formou 11 grupos, uma
vez que C. fernandoi (espécime 31) e C. insignis (espécime 8), que em COI formaram um grupo
distinto, foram aqui reunidos ao grande grupo que inclui C. insignis, C. guttatus e C. fernandoi.
Para 16S, a matriz de dados foi dividida em oito grupos: o grupo referente a C. insignis e
C. guttatus, representado pelo clado amarelo na filogenia, foi divido em dois grupos. O terceiro
grupo compreendeu C. venezuelensis, o quarto foi composto por C. impusilloides e os grupos 5, 6,
7 e 8 foram formados por C. supurius, C. fernandoi (espécime 13), C. pusilloides e C. caridei,

respectivamente.

DISCUSSAO
A técnica do DNA Barcode é uma excelente ferramenta tanto para a identificacdo de espécies ja

descritas quanto para a descri¢do de espécies novas. Quando associado a andlise morfoldgica,
esta ferramenta pode fornecer informagdes importantes acerca da precisdo do uso dos caracteres
morfoldgicos diagndsticos utilizados para a identificagdo das espécies. No caso de Culicoides, as
manchas e méculas das asas costumam ser utilizadas para a identificacio a nivel de espécie
(Wirth & Spinelli, 1988). Esta foi também a estratégia empregada neste artigo, embora em alguns
casos caracteres da morfologia externa e interna dos espécimes também tenham sido utilizados. A
partir disso, diversas incongruéncias foram verificadas entre a identificagdo morfolégica e a
identificacdo molecular. De fato, entre as oito espécies que tiveram mais de um individuo
amostrado, apenas duas revelaram-se monofiléticas: C. bambusicola e C. impusilloides. Por outro
lado, C. insignis e C. irwini/C.guttatus se revelaram parafiléticas, enquanto as outras trés espécies

se revelaram polifiléticas. Este foi o caso, por exemplo, de C. fernandoi, onde um espécime
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agrupou com C. insignis e C. guttatus no clado amarelo, enquanto o outro espécime posicionou-
se como um ramo independente em todas as andlises. Outros dois casos semelhantes ocorreram
com C. venezuelensis (subgénero Psychophaena) e C. alvarezi, espécies que demonstraram a
presenca de diversidade criptica sob o mesmo morfotipo geral. Este tipo de incongruéncia de
identificacdo ja foi relatada para Culicoides no estudo de Talavera et al. (2017), que revelou a
existéncia de diversidade criptica em Culicoides pulicaris, entdo subdividida em outras duas
espécies: Culicoides cryptipulicaris e Culicoides quasipulicaris.

No caso de C. fernandoi, as outras duas espécies que compoem com ela a linhagem
amarela (C. insignis e C. guttatus) pertencem ao mesmo agrupamento de espécies, o subgénero
Hoffmania. Estas trés espécies possuem grande semelhanca no padrdao de manchas das asas, que
constitui o principal caracter utilizado para diferenciar as espécies (Wirth & Spinelli, 1988).
Neste sentido, € possivel questionar a utilidade deste caracter na diferenciacdo entre as espécies
de Hoffmania. De fato, ao invés de trés espécies, € bastante provavel que estejamos trabalhando
aqui com apenas uma espécie de Hoffmania, e que os morfotipos descritos por Wirth & Spinelli
(1988) para C. insignis, C. guttatus e C. fernandoi representem variantes de uma tnica espécie.
Por outro lado, sob o morfotipo de C. fernandoi foi possivel revelar uma linhagem geneticamente
distinta, que apresenta uma divergéncia de aproximadamente 1.49% para com a sequéncia de
COI caracterizada para o outro espécime com o mesmo morfotipo. Por fim, embora Fujisawa et
al. (2021) tenham apresentado Hoffimania como um agrupamento parafilético com relacao a
espécies Thailandesas, as caracteristicas distintivas apresentadas por Fox (1948) para o subgénero
parecem ser importantes na classificacdo das espécies Neotropicais. De fato, independentemente
do status taxondmico e do nivel de subdivisdo, as linhagens aqui amostradas para o subgénero

revelaram-se reciprocamente monofiléticas com relagdo as demais.
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No entanto, 0 mesmo nao aconteceu com relacdo ao subgénero Avaritia, para o qual o
agrupamento entre C. impusilloides e C. pusilloides ndo foi recuperado para nenhum dos trés
marcadores. No caso de COI, ambas espécies ficaram situadas em uma politomia no grande clado
incluindo todas as espécies (exceto aquelas pertencentes ao subgénero Hoffmania). Para o gene
nuclear, C. pusilloides apareceu como espécie irma de um agrupamento incluindo C.
impusilloides, C. venezuelensis e C. spurius. Ja para 16S, a maioria das linhagens foram
representadas por politomias, embora C. impusilloides tenha agrupado com baixo suporte com
Unico representante amostrado do subgénero Haematomyidium, representado aqui por C. spurius.
A parafilia de Avaritia vai de encontro aos resultados obtidos por Bakhoum et al. (2018), que, em
seu estudo de DNA Barcode de Culicoides recuperaram a monofilia deste subgénero. No entanto,
€ importante destacar que as espécies aqui estudadas (C. pusilloides e C. impusilloides) ndo
foram incluidas nas anélises deste estudo, e que a parafilia aqui encontrada para o subgénero esta
entre os resultados mais pobremente suportados em nossas filogenias.

O subgénero Cotocripus, representado aqui por C. caridei, C. bambusicola e C. irwini,
por outro lado, revelou-se parafilético nas andlises de COI e 28S com relagdo a C. alvarezi que
pertence ao grupo stigmalis (sem subgénero definido). A sugestdo aqui seria, apds andlises mais
robustas e com a inclusio de mais espécies e marcadores, incluir de C. alvarezi no subgénero
Cotocripus. No entanto, a situagdo parece um pouco mais complexa, ja que C. alvarezi também
revelou-se polifilética, com alguns espécimes apresentando sequéncias extremamente
semelhantes a C. irwini, enquanto outros sao geneticamente diferenciados dos demais. Mais uma
vez, este resultado coloca em cheque a utilizacao dos padrdes de manchas na identificacio de
espécies de Culicoides, ao revelar, em alguns casos, niveis pronunciados de diferenciacao
genética entre espécimes com morfotipo similar, contrastada pela uniformidade genética

encontrada em outros casos para espécimes com morfotipos distintos.
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Embora os resultados recuperados sob a perspectiva de DNA Barcoding possam e devam
ser considerados sob aspectos mais inclusivos e integrativos, é importante ressaltar que alguns
cuidados importantes foram tomados no sentido de minimizar os artefatos potencialmente
relacionados a técnica. Entre estes, podemos destacar a possibilidade de co-amplificacao de
pseudogenes mitocondriais nucleares (NUMTs), que poderia levar a uma superestimativa do
nimero de espécies (Song et al., 2008; Vyskocilova et al., 2018; Tay et al., 2017) ou o fendmeno
de incomplete lineage sorting que leva ao compartilhamento de haplétipos ancestrais
polimorficos entre espécies que divergiram recentemente (Régo, 2010). No entanto, como um dos
principais resultados de ambos fendmenos consiste na incongruéncia entre resultados obtidos
para diferentes marcadores, a similaridade nos resultados recuperados aqui para os trés genes
empregados [dois mitocondriais (COI e 16S rRNA) e um nuclear (28S rRNA)], adiciona
confianga aos nossos resultados. De fato, apesar de que algumas espécies analisadas com COI e
28S nao tenham sido inclusas nas andlises de 16S (como C. bambusicola, C. beaveri, C. irwini e
C. alvarezi), as espécies inclusas nas trés andlises mostraram resultados muito semelhantes,
embora com resolugdes diferentes devido as diferentes taxas evolutivas entre os marcadores
(Mueller, 2006).

Por fim, seguindo os resultados aqui apresentados, sugerimos uma revisao nos caracteres
morfolégicos empregados para a identificacao de espécies de Culicoides, principalmente aqueles
que se referem aos padrdes de manchas das asas. De fato, nossos resultados sugerem que este tipo
de caracter ndo constitui a escolha adequada para a identificag¢do e descri¢io de espécies do
género, de forma que sinapomorfias e autapomorfias uteis na delimitacdo de grupos e espécies,
respectivamente, ainda permanecem por ser descobertas. Para as espécies do subgénero
Hoffmania, por exemplo, a diagnose por meio das maculas das asas sugeriu a presenca de trés

morfotipos que ndo apresentaram diferengcas moleculares compativeis com a presenca de trés
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espécies. Por outro lado, para C. alvarezi, C. fernandoi e C. venezuelensis, niveis cripticos de
diversidade foram encontrados sob o0 mesmo morfotipo geral. Assim, o padrdo de mdculas nas
asas certamente constitui um caracter alvo de amplos niveis de canaliza¢do (como nas “espécies”
polifiléticas) e plasticidade (como nas espécies “parafiléticas), que precisam ser adequadamente
compreendidos. Afinal, a correta identificacio das espécies de Culicoides é de extrema
importancia, tanto devido aos prejuizos veterindrios e econdmicos, quanto pela possibilidade de
danos a saide humana. Apenas com o uso destas informacdes serd possivel realizar um plano de
controle destas espécies, para que as doencas como Bluetongue e Oropouche sejam controladas e
ndo causem epidemias como aquelas que ocorreram entre 1961 e 1978 no Para, e nem prejuizos

econdmicos como o embargo da carne ou do animal vivo para o exterior.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Espécies e pontos de coleta de Culicoides.

Numeros de Acesso GenBank

Amostra Espécie Sexo Ponto de Coleta Data de Coleta COI 16S 28S
1 C. insignis macho Santa vitéria do Palmar 22/03/2018 OL619958 OL621947 OL621985
2 C. insignis macho Santa vitéria do Palmar 22/03/2018 OL619959 - 0OL621984
3 C. insignis macho Santa vitéria do Palmar 22/03/2018 OL619960 OL621955 OL621990
4 C. caridei macho SJN - Barranco 23/10/2017 OL619942 OL621973  OL621975
5 C. insignis macho Bolaxa 02/02/2018 OL619961 OL621951 OL621992
6 C. insignis macho Bolaxa 02/02/2018 OL619962 OL621956 OL621993
7 C. insignis macho SJN - Barranco 23/10/2017 OL619963 OL621952 OL62199%4
8 C. insignis fémea Horizontina 23/03/2019 OL619964 OL621954 OL621995
9 C. insignis macho Pelotas - Trés Vendas 28/03/2019 OL619965 OL621953 OL621996
10 C. bambusicola fémea Cassino - Fazenda Ronaldo 20/02/2018 OL619979 - OL622009
11 C. bambusicola macho Capao do Ledo - Cemitério Parque 30/03/2019 OL619980 - OL622010
12 C. spurius macho RG - Taim 30/01/2018 OL619943 OL621946 OL621976
13 C. fernandoi fémea Santa Maria 14/03/2019 OL619977 OL621962  OL622007
14 C. irwini macho Capio do Ledo - Cemitério Parque 30/03/2019 OL619953 - OL621977
15 C. irwini fémea Capao do Ledo - Cemitério Parque 30/03/2019 OL619954 - OL621978
16 C. venezulensis fémea Santa vitéria do Palmar 24/10/2017 OL619945 OL621963 OL622001
17 C. venezulensis Fémea Capdo do Ledo - Cemitério Parque 30/03/2019 OL619946 OL621964 0OL622002
18 C. impusiloides macho Horizontina 23/03/2019 OL619992 OL621970 OL621980
19 C. impusiloides macho Horizontina 23/03/2019 OL619991 OL621971 OL621981
20 C. venezulensis fémea Santa vitéria do Palmar 21/03/2018 OL619947 OL621969  OL622005
21 C. insignis macho Santa vitéria do Palmar 19/03/2018 OL619966 OL621948 OL621986
22 C. insignis macho Bolaxa 02/02/2018 OL619967 OL621949 OL621987
23 C. insignis fémea Porto Alegre 20/04/2019 OL619968 - OL621988
24 C. insignis macho Capio do Ledo - Cemitério Parque 30/03/2019 OL619969 - OL621989
25 C. insignis macho RG - Taim 30/01/2018 OL619970 OL621950 OL621991
26 C. insignis Fémea RG - Taim 30/01/2018 OL619971 - -
27 C. venezulensis macho Santa vitéria do Palmar 21/03/2018 OL619948 OL621965 0OL622003
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

C. venezulensis
C. venezulensis
C. venezulensis
C. fernandoi

C. bambusicola
C. bambusicola
C. bambusicola
C. bambusicola
C. irwini

C. irwini

C. impusiloides
C. guttatus

C. guttatus

C. guttatus

C. guttatus

C. beaveri

C. bambusicola
C. bambusicola
C. pusilloides
C. alvarezi

C. alvarezi

C. bambusicola
C.irwini

C. venezuelensis
C. venezuelensis
C. guttatus

C. venezulelensis
C. impusilloides

macho
fémea
fémea
macho
macho
fémea
fémea
macho
fémea
macho
macho
macho
macho
macho
macho
fémea
macho
macho
macho
fémea
fémea
fémea
macho
fémea
fémea
macho
macho
macho

Horizontina

RG - Taim

Santa Maria

Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Horizontina

Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Horizontina

Pelotas - Trés Vendas

Pelotas - Trés Vendas

Pelotas - Trés Vendas

Pelotas - Trés Vendas

Horizontina

Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Santa Maria

Porto Alegre

Porto Alegre

Capao do Ledo - Cemitério Parque
Capao do Ledo - Cemitério Parque
Santa Maria

Santa vitéria do Palmar

Pelotas - Trés Vendas

Horizontina

Horizontina

23/03/2019
30/01/2018
14/03/2019
30/03/2019
30/03/2019
30/03/2019
23/03/2019
30/03/2019
30/03/2019
30/03/2019
23/03/2019
28/03/2019
28/03/2019
28/03/2019
28/03/2019
23/03/2019
30/03/2019
30/03/2019
14/03/2019
20/04/2019
20/04/2019
30/03/2019
30/03/2019
14/03/2019
21/03/2018
28/03/2019
23/03/2019
23/03/2019

OL619950
OL619949
OL619978
OL619981

OL619982
OL619983
OL619955
OL619956
OL619990
OL619972
OL619974
OL619973
OL619975
OL619944
OL619984
OL619985
OL619993
OL619988
OL619987
OL619986
OL619957

OL619952
OL619976
OL619951
OL619989

OL621966

OL621961
OL621957
OL621958
OL621959

OL621974

OL621967
0OL621960
0L621968
0L621972

OL622004
OL622006
OL622008
OL622011
OL622012
OL622013
OL622014
OL621979
OL621980
OL621983
OL621997
OL621998
OL621999
OL622000

OL622015
OL622016
OL622017
OL622018
OL622019
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CONSIDERA COES FINAIS E PERSPECTIVAS

O principal objetivo desta tese foi analisar a diversidade taxonOmica e os padrdes
associados a evolucdo de espécies de Diptera e Hemiptera da PCRS. Entre as nove ordens de
insetos que ocupam ambientes aqudticos, Diptera e Hemiptera estdo entre as maiores € mais
diversas apresentando uma grande variabilidade no que diz respeito a ecologia, reprodugao, ciclos
de vida e taxonomia das espécies. Tanto Diptera quanto Hemiptera possuem representantes de
dificil identificacdo morfoldgica, seja pela escassez de taxonomistas capacitados ou pelas poucas
e ambiguas chaves de identificacdo disponiveis na literatura atualmente. Este problema € agravado
para os géneros Culicoides e Belostoma, pertencentes as familias Ceratopogonidae e

Belostomatidae, respectivamente.

No caso de Culicoides, além da identificacdo por meio de chaves ser trabalhosa, os
principais caracteres diagndsticos levam em consideragdo as manchas e mdculas das asas que
podem ndo ser caracteres diagndsticos adequados para a defini¢do a nivel de espécie por serem
suscetiveis a alteragdes relacionadas ao formato e tamanho das asas, que varia entre os sexos. Além
disso, ha a necessidade de uma ferramenta de identificacdo rdpida e pratica para Culicoides, pois
algumas espécies sdo vetores de arboviroses que acometem animais € humanos, causando
prejuizos médicos, veterindrios e econdmicos. Logo, uma ferramenta de identificacdo ¢é
fundamental para o manejo dessas espécies. Neste sentido, o artigo intitulado “Diversidade e
taxonomia de espécies de Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) no Neotrépico por meio de DNA
Barcode” buscou avaliar a efetividade da ferramenta de DNA Barcode para identificagdo de
espécies Neotropicais de Culicoides, tentando fornecer alguns insights acerca de suas relagdes
filogenéticas. Para tanto, 55 individuos tiveram suas sequéncias determinadas para dois genes
mitocondriais (COI e 16S) e um gene nuclear (18S), e as matrizes génicas obtidas foram analisadas
sob enfoques filogenéticos, de distancia e de coalescéncia. Neste trabalho, os resultados
demonstraram a presenca de 12 linhagens, entre as quais o agrupamento entre as espécies
Culicoides insignis, Culicoides guttatus e Culicoides fernandoi foi recuperado como uma
linhagem independente para todas as andlises com todos os marcadores. Podemos sugerir aqui que
estas trés espécies provavelmente pertencem a uma Unica espécie com plasticidade fenotipica e
que as diferencas nas manchas das asas utilizadas para identificacdo de cada uma das espécies

representem variagdes intraespecificas. Por outro lado, C. alvarezi, C. fernandoi e C. venezuelensis
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revelaram-se polifiléticas, demonstrando a presenga de niveis cripticos de diversidade. Os
agrupamentos apresentaram alto suporte e todos os clados apresentaram barcoding gap em todas
as andlises sugerindo que o DNA Barcode seja uma excelente ferramenta para identificacdo e até
mesmo delimitacdo de espécies novas de Culicoides. Outros trabalhos ja avaliaram a
aplicabilidade da ferramenta de DNA Barcode neste género (BAKHOUM et al., 2018; HARRUP
et al., 2016; TALAVERA et al., 2017; FUJIISAWA et al., 2021; SNYMAN et al., 2021), porém
nao ha registros de trabalhos que incluam as espécies presentes na planicie costeira, tornando este
trabalho inédito.

A mesma ferramenta também foi utilizada no artigo intitulado “Disentangling the
taxonomy of Belostoma Latreille (Hemiptera, Heteroptera, Belostomatidae) with the aid of DNA
barcoding approaches” e publicado na Austral Entomology. Neste trabalho foram incluidas todas
as espécies que possuiam sequéncias disponiveis nos bancos de dados GenBank/NCBI (NCBI,
2021) e BOLD, além de 181 e 164 sequéncias novas dos genes mitocondriais COI e 16S
caracterizadas para as espécies coletadas ao longo da PCRS. A matriz de dados foi dividida em 10
clados, seis dos quais revelaram a monofilia reciproca de espécies previamente descritas (B.
angustum, B. cummingsi, B. dentatum, B. noualhieri, B. orbiculatum e B. ribeiroi), um que sugeriu
a presenca de uma potencial espécie nova e outros trés que revelaram alguma inconsisténcia com
a taxonomia. Dentre os ultimos, um clado revelou-se particularmente diverso ao incluir nove
morfotipos: trés de espécies ja descritas (Belostoma sanctulum, Belostoma horvathi e Belostoma
candidulum), dois morfotipos com morfologia interna masculina semelhantes a B. horvathi e B.
sanctulum (denominadas aqui como “aff.”), mais trés morfotipos que apresentaram morfologia
interna masculina diferente daquelas encontradas nas chaves de identificacdo disponiveis na
literatura, denominadas aqui como Belostoma sp. 1, Belostoma sp. 2 € Belostoma sp. 3 e fémeas
pertencentes ao grupo oxyurum, mas que nao puderam ser identificadas a nivel de espécie. Assim,
neste artigo, o DNA barcoding se revelou uma excelente ferramenta ndo apenas para a
identificacdo de espécies de Belostoma, como também para revelar inconsisténcias na taxonomia
do grupo e delimitar potenciais espécies novas. Além disso, este € o primeiro trabalho que analisa
as relacoes filogenéticas dentro do género Belostoma, pois o Unico estudo tratando das relagdes
filogenéticas em Belostomatidae (RIBEIRO et al. 2017) nao explorou as relagdes dentro do género

e sim dentro da familia.
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Em ambos trabalhos, além de COI, considerado o marcador classico para a técnica de DNA
Barcode (HERBERT et al., 2003), utilizamos sequéncias de outros marcadores (16S e 18S, no
caso de Culicoides; 16S apenas no caso de Belostoma. Estes outros genes foram utilizadas como
controle na avaliacdo da possibilidade de co-amplificacdo de artefatos (NUMTs) (SONG et al.,
2008; VYSKOCILOVA etal., 2018; TAY etal., 2017), que poderiam levar a uma superestimativa
do ndmero de espécies. Em ambos os casos, no entanto, esta possibilidade pode ser rejeitada
devido a auséncia de incongruéncia entre os marcadores. Assim, embora ambos artigos
demonstrem a importancia do DNA Barcode como ferramenta para a identificacdo de espécies de
Culicoides e Belostoma e para a delimitagdo de espécies potencialmente novas, eles também
enfatizam a necessidade de associacdo de técnicas de identificagdo molecular a identificagao
morfoldgica, e de utilizar pelo menos dois marcadores moleculares nos trabalhos de taxonomia
molecular. Ambos trabalhos também demonstram a importancia do uso de métodos analiticos com
pressupostos distintos nas analises envolvendo DNA Barcoding. Afinal, a congruéncia entre os
resultados obtidos sob o uso de diferentes enfoques (como o filogenético, de distancia ou de
coalescéncia) demonstram a robustez dos dados, e permitem a atribui¢do de maiores de niveis de
confiabilidade aos resultados obtidos.

Para o género Belostoma, esta tese também inclui um capitulo adicional, mais voltado para
andlises de genética de populacdes. O artigo intitulado “Population structure of Belostoma
angustum (Belostoma: Belostomatidae) across different geomorphological units of the Brazilian
Pampa Biome” buscou analisar a estruturagao populacional de uma espécie de Belostoma nas
diferentes regides geomorfoldgicas do Bioma Pampa procurando compreender os niveis de
dispersdo da espécie e como as diferencas de altitude entre as regides geomorfoldgicas influenciam
nesse processo. A espécie alvo do deste estudo, B. angustum, apresenta uma alta capacidade de
dispersao (RIBEIRO comunicagdo pessoal), migrando de acordo com as condi¢cdes ambientais de
cada local. Neste sentido, um trabalho recente (STEFANELLO et al., 2019) demonstrou a presenca
de uma populagdo panmitica em diferentes regides interiores a0 Bioma Pampa. Ao comparar estas
populagdes com nossas amostras coletadas na PCRS, no entanto, recuperamos sinais significativos
de estrutura¢do populacional para os trés marcadores empregados neste estudo (COI, 16S e 18S).
Este resultado sugere que as diferencas de altitude entre a PCRS e as regides interiores,
especialmente a Serra do Sudeste, pode mrepresentar uma barreira a dispersao e ao fluxo génico

de B angustum. No entanto, os resultados também recuperaram sinais de expansao populacional a
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partir de uma regido restrita PCRS para regides mais interiores, o0 que sugere que os niveis de
estruturacdo populacional por ndés encontrados podem ser um reflexo isolado da histéria
demografica da espécie. Por isso, este trabalho pode ndo apenas lancar luz a possibilidade de
estruturacdo populacional e posterior especiagdo de B. angustum, como também evidenciar
cendrios espaco-temporais potencialmente relacionados a diversificacdo de outros tdxons de
insetos associados a ambientes aquéticos ao longo do Bioma Pampa.

Por fim, destacamos entre as principais contribuicdes desta tese: 1) evidenciar importantes
inconsisténcias taxondmicas em Culicoides e em Belostoma, 2) demonstrar a utilidade e a
efetividade da técnica de DNA Barcode em ambos os géneros; 3) auxiliar na defini¢do das relacdes
filogenéticas dos dois grupos estudados; 4) lancar luz ao status de distribui¢do, a histéria
demografica e a capacidade de dispersao de B. angustum. No entanto, inimeros novos desafios e
questionamentos surgiram. Entre eles, podem-se citar como principais perspectivas futuras desta
tese:

- A andlise morfoldgica detalhada e redefini¢do dos caracteres morfoldgicos diagndsticos internos
para o género Belostoma, principalmente no que diz respeito as espécies inclusas no clado amarelo
do primeiro artigo.

- A andlise morfoldgica dos caracteres internos femininos de Belostoma a fim de inclui-los em
chaves de identificacdo, j& que as chaves disponiveis atualmente na literatura se referem
exclusivamente a caracteres morfoldgicos internos masculinos, muitas vezes impossibilitando a
identificacdo a nivel de espécie das fémeas;

- Incluir novos pontos de coleta de B. angustum, principalmente na PCRS, a fim de comparar com
maior robustez o sinal de estruturagdo populacional dessa regido frente a cada uma das unidades
geomorfoldgicas do Bioma Pampa;

- Incluir um ndmero maior de espécies com sequéncias disponiveis em bancos de dados para uma
andlise mais robusta do DNA Barcoding como ferramenta de identificacdo molecular de
Culicoides;

- Ampliar o numero de espécies e marcadores utilizados em ambos os estudos a fim de propor uma
hipétese mais robusta acerca das relagdes filogenéticas entre espécies dos dois géneros e ao cendrio

evolutivo associado a sua diversificacao.
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ANEXOS

Anexo 1 — Publicac¢oes extras produzidas pela discente no periodo do doutorado
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2020. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2020.106733.
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Anexo 2 — Certidoes de Cadastro de Acesso para as espécies utilizadas no presente trabalho
emitidas pelo Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado — CGEN/SISGEN.

Ministe’rig do Meio Ambignte )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO
TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao Cadastro n° AS5CDD7

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de
Gest 40 do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento
administrativo de verificagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verifica ¢do de indicios de
irregularidades ou, caso tenha sido, o requerimento de verificacdo néo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: A85CDD7

Usudrio: Universidade Federal do Rio Grande - FURG
CPF/CNPIJ: 94.877.586/0001-10

Objeto do Acesso: Patrimonio GenéticoPesquisa

Finalidade do Acesso:

Espécie

Belostoma sp.

Titulo da Atividade: Estrutura Populacional de Heterépteros Aquaticos (Hemiptera) na Planicie
Costeira do Sul do Brasil
Equipe
Augusto Ferrari Universidade Federal do Rio Grande - FURG
Lizandra Jaqueline Rober Universidade Federal de Santa Maria
Thaisa Bozzetti Gautério Universidade Federal do Rio Grande
Kim Ribeiro Barao Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Envios de Amostra
Sede da Instituicdo Destinataria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimdnio Genético:

Institui¢do Destinatéria:
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Hypoponera sp

Data do Cadastro:

Situagd@o do Cadastro:

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center, Seoul, Geumchun-gu, 82221137100, Coreia do Sul
30/07/2018 15:32:05

Concluido

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situacdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:58 de 12/11/2021.

\NYAYS SISTEMA NAGIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIOMAL

AA ASSOCIADD - SISGEN
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Ministérig do Meio AmbiAente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
ASSOCIADO

Certidao Cadastro n® A02F6A4

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio genético ou
conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo de verificacdo e nao foi objeto de
requerimentos admitidos de verifica ¢do de indicios de irregularidades ou, caso tenha sido, o requerimento de verificacdo ndo foi
acatado pelo CGen.

Niimero do cadastro: A02F6A4

Usudrio: UFSM

CPF/CNPIJ: 95.591.764/0001-05

Objeto do Acesso: Patriménio GenéticoPesquisa

Finalidade do Acesso:

Espécie
Culicoides alvarezi
Culicoides bambusicola
Culicoides bambusicola aff.
Culicoides beaveri Culicoides
caridei Culicoides fernandoi
Culicoides guttatus Culicoides
impusiloides Culicoides insignis
Culicoides irwini
Culicoides pusilloides

Culicoides spurius Culicoides

venezulensis
Titulo da Atividade: Diversidade e taxonomia de espécies de Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) no Neotropico avaliadas por DNA Barcode
Equipe
Thaisa Bozzetti Gauterio Universidade Federal do Rio Grande
Lizandra Jaqueline Robe Universidade Federal de Santa Maria
Daiane Carrasco Chaves Universidade Federal do Rio Grande

Envios de Amostra
Espécie:

Tipo do Patrimdnio Genético: Forma do Patrimdnio Genético:Instituicdo Destinatéria:
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Culicoides alvarezi

Sede da Instituicdo Destinatdria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimo6nio Genético:

Institui¢do Destinatdria:

Sede da Institui¢do Destinataria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimdnio Genético:

Institui¢do Destinatéria:

Sede da Institui¢do Destinataria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimdnio Genético:

Instituicdo Destinatéria:

Sede da Institui¢do Destinataria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimonio Genético:

Instituicdo Destinatéria:

Sede da Institui¢do Destinatéria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrim6nio Genético:

Institui¢ao Destinatdria:

Sede da Institui¢do Destinatdria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patriménio Genético:

Institui¢do Destinatdria:

Sede da Institui¢do Destinataria:

Espécie:
Tipo do Patrimdnio Genético:
Forma do Patrimdnio Genético:

Institui¢do Destinatéria:

Sede da Institui¢do Destinataria:

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumcheon-g

Espécie:

Tipo do Patrimoénio Genético:

Culicoides bambusicola

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides bambusicola aff.

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides beaveri

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides caridei

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides fernandoi

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides guttatus

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides impusiloides

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides insignis

Amostra liquida em tubo de microcentrifuga (eppendorf)Macrogen Inc.

908 World Meridian Venture Center #60-24 Gasan-dong Geumchun-gu, Seoul, Geumchun-gu

Culicoides irwini
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Data do Cadastro: 17/02/2021 15:27:02

Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:02 de 12/11/2021.

\NY ALY/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAD

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN AN ASSOCIADO - SISGEN
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