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RESUMO

A ordem Ephemeroptera ocupa quase todos os ambientes aquaticos, e S0 sensiveis as
alteracdes ambientais, por isso considerados bioindicadores de qualidade de agua e ambiental,
fazendo parte do grupo dos ETP (Ephemeroptera, Tricoptera e Plecoptera). Apesar da grande
importancia, a dificuldade ou limitacéo do avango da identificacdo morfologica cria obstaculos
ao avango dos estudos para essa ordem de insetos. Um exemplo sdo as chaves taxonémicas que
geralmente existem apenas para um determinado estagio de vida ou género e suas estruturas
que séo facilmente danificadas ou perdidas, assim ferramentas moleculares como marcadores
moleculares mitocondriaisvem auxiliando nessa problematica. Diante disso, esse trabalho tem
como objetivo caracterizar e delimitar espécies/géneros da ordem Ephemeroptera em rios e
riachos da Bacia do Itapecuru, no Cerrado do Leste Maranhense, utilizando sequéncias dos
genes mitocondriais rRNA 16S e COIl. As coletas das ninfas e adultos foram realizadas em
trechos de rio e riachos nas delimitagdes da Bacia Hidrografica do Rio Itapecuru,
posteriormente os espécimes foram identificados usando chaves de identificacdes especificas
para a familia Leptophlebiidae. Materiais depositados no Laborat6rio de Entomologia Aquatica
do CESC/UEMA, foram submetidas as técnicas moleculares como a Extracdo de DNA,
amplificacdo dos genes via PCR e sequenciamento. Os produtos do sequenciamento foram
submetidos a softwares para realizar as analises filogenéticas, distancias genéticas e delimitagdo
de espécie para o gene COIl. Foram obtidas 122 sequéncias, sendo 82 para o gene rRNA 16S e
40 para o0 gene COI, as analises foram realizadas com os dados concatenados, obtendo um
fragmento de 1121 pares de bases, correspondendo a 17 géneros, 26 espécies e cinco familias,
com médias das divergéncias genéticas intraespecificas variando de 0 a 0,3% e interespecificas
de 1,20 a 55,30%. Os agrupamentos pelas reconstrucdes filogenéticas de Maxima
verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (Bl) apresentaram clados fortemente sustentados,
indicando concordancia com as espécies atribuidas por identificacdo morfoldgica, com excecéo
de Hidrosmilodon sp. e Hidrosmilodon gillieesae, que se apresentaram em clados separados.
As analises de delimitacdo de espécies para o gene COI identificaram 17 OTUs para 0s métodos
ABGD, ASAP, PTP e 16 parao GMYC. Novos registros de géneros/espécie foram confirmados
para 0 Maranhdo como Hagenulopsis, Cloeodes, Caenis e Campylocia anceps. Gerando uma
base de dados genéticos pioneiros para o estado do Maranhdo, cuja utilizacdo podera ter
implicacdes diretas nos estudos taxondmicos e de conservacao para a ordem.

Palavras-Chave: Insetos, Genes Mitocondriais, Itapecurue Maranhéo.



ABSTRACT

The order Ephemeroptera occupies almost all aquatic environments, and is sensitive to
environmental changes, therefore considered bioindicators of water and environmental quality,
being part of the ETP group (Ephemeroptera, Tricoptera and Plecoptera). Despite its great
importance, the difficulty or limitation of morphological identification creates obstacles to the
advancement of studies for this order of insects. One example is the taxonomic keys that usually
exist only for a certain life stage or genus and their structures that are easily damaged or lost.
Therefore, this work aims to characterize and delimit species/genera of the order
Ephemeropterainrivers and streams of the Itapecuru basin, in the Cerrado of eastern Maranhdo,
using sequences of the mitochondrial genes 16S rRNA and COI. The collections of nymphs
and adults were made in stretches of river and streams in the boundaries of the Itapecuru River
Basin, later the specimens were identified using specific identification keys for the family
Leptophlebiidae. Materials deposited in the Laboratory of Aquatic Entomology of
CESC/UEMA, were submitted to molecular techniques such as DNA extraction, gene
amplification via PCR and sequencing. The sequencing products were submitted to software to
perform phylogenetic analysis, genetic distances and species delimitation for the COI gene. A
total of 122 sequences were obtained, 82 for the 16S rRNA gene and 40 for the COI gene. The
analyses were performed with the concatenated data, obtaining a fragment of 1121 base pairs,
corresponding to 17 genera, 26 species and five families, with mean intraspecific and
interspecific genetic divergences ranging from 0 to 0.3% and 1.20 to 55.30%. The groupings
by Maximum Likelihood (ML) and Bayesian Inference (BI) phylogenetic reconstructions
showed strongly supported clusters, indicating agreement with the species assigned by
morphological identification, with the exception of Hidrosmilodon sp. and Hidrosmilodon
gillieesae, which were presented in separate clades. Species delimitation analyses for the COI
gene identified 17 OTUs for ABGD, ASAP, PTP methods and 16 for GMYC. New
genus/species records were confirmed for Maranhdo as Hagenulopsis, Cloeodes, Caenis and
Campylocia anceps. Generating a pioneer genetic database for the state of Maranhdo, whose
use may have direct implications on taxonomic and conservation studies for the order.

Keywords: Insects, Mitochondrial Genes, Itapecuru and Maranhao.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aspectos gerais da ordem Ephemeroptera

A ordem Ephemeroptera, possui para 0 mundo aproximadamente 3.500 espécies,
distribuidas em 450 géneros e 42 familias, ocupando quase todos os ambientes de &gua doce do
mundo, exceto a Antéartica (BARBER-JAMES et al., 2013; SALLES et al., 2018). No Brasil,
sdo conhecidas atualmente 415 espécies de Ephemeroptera, distribuidas em 84 géneros e em 10
familias: Baetidae, Caenidae, Coryphoridae, Ephemeridae, Euthyplociidae, Leptohyphidae,
Leptophlebiidae, Melanemerellidae, Oligoneuriidae e Polymitarcyidae (SALLES; BOLDRINI,
2022).

As familias Baetidae e Leptophlebiidae, sdo as mais representativas dentro da ordem
Ephemeroptera, a primeirarepresentada no Brasil por 133 espécies e 26 géneros e para o estado
do Maranhdo 9 géneros e 14 espécies, e a familia Leptophlebiidae atualmente sdo registradas
127 espécies e 29 géneros para o0 Brasil e 15 géneros e 21 espécies para o estado do Maranh&o
(SALLES; BOLDRINI, 2022; NASCIMENTO et al., 2020).

Os insetos da ordem Ephemeroptera sdo hemimetabolos com desenvolvimento indireto
(ovo, ninfa, subimago e imago), e estdo presentes em ambientes Iénticos e léticos, por
possuirem branquias abdominais que as permitem viver nesse ambiente. Podem ser encontrados
em diferentes tipos de locais e substratos, como por exemplo, embaixo de rochas, em tecidos
vegetais, enterrados no substrato ou em tlneis no fundo de lagos e rios, folhas, raizes, troncos,
macrofitas (SALLES et al., 2014b).

Taxonomicamente as ninfas podem apresentam cabega com trés ocelos, olhos compostos
laterais ou dorsais, situados & margem posterolateral, em algumas familias os machos adultos
apresentam olhos compostos turbinados e divididos em duas porcdes, dorsal e lateral. Pecas
bucais do tipo mastigadoras do tipo hipognato ou prégnato. O térax possui trés segmentos bem
distintos (pr6, meso e metatdrax), na parte posterior do meso e metanoto apresentam as tecas
alares, visiveis principalmente nas ninfas maduras. As pernas possuem uma Unica garra tarsal,
com denticulos distribuidos de forma variavel. O abdémen apresenta 10 segmentos, podendo
apresentar projecoes ou espinhos posterolaterais (em alguns grupos podem estar direcionados
dorsalmente). Possuem branquias abdominais presentes nos segmentos I-VII, geralmente um
par por segmento, e de formas variadas (em alguns taxons o segundo par de branquias é mais
desenvolvido, cobrindo e protegendo as demais). A maioria das espéecies possui um par de
cercos laterais e um filamento mediano e em algumas espécies esse filamento mediano pode
ser reduzido ou ausente (DOMINGUEZ et al., 2006, SALLES et al., 2014b).
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Os adultos apresentam uma cabeca triangular a retangular, olhos compostos bem
desenvolvidos, especialmente nos machos, presenca de trés ocelos. Antena curta, setacea,
geralmente tdo longa ou mais curta que a largura da cabeca, aparelho bucal atrofiado, com pecas
bucais vestigiais; térax bem desenvolvido, pernas bem desenvolvidas, especialmente as
anteriores dos machos, as quais podem ter comprimento igual ou maior que o corpo. Garras
duplas e de formato variado, muitas vezes dissimilares, com um dos lados pontiagudo e 0 outro
arredondado, asas membranosas, direcionadas para cima, em geral iridescentes ou por vezes
apresentando um padrao de coloragdo distinto. Asas anteriores bem desenvolvidas, triangulares
ou alongadas e asas posteriores reduzidas ou ausentes, nunca maior que da asa anterior.
Abddmen com onze segmentos, sendo o ultimo vestigial e podem apresentar estruturas
acessorias para fixacao no substrato (DOMINGUEZ et al., 2006; SALLES et al., 2014b).

Os Ephemeropteros sdo importantes por sua abundanciae pelo papel que desempenham
nas cadeias troficas dos ecossistemas aquaticos, sdo fundamentais na ciclagem de nutrientes,
servem como fonte de alimento para peixes, anfibios, aves e invertebrados (BISPO et al., 2006).
Além disso, sdo sensiveis a poluicdo, e por isso utilizados na avaliagdo de impactos ambientais
e em programas de biomonitoramento da qualidade dos recursos hidricos (DA-SILVA;
SALLES, 2012; SHIMANO; JUEN, 2016; SHIMANO et al., 2018)

As ninfas possuem um longo periodo de duragdo que pode chegar até dois anos, em
contraste com a sua forma adulta que pode ser de algumas horas até dois dias (SALLES, 2006).
Podem apresentar pecas bucais diferentes e especializadas, o que Ihes garante uma alimentacéao
diferenciada e sdo classificadas em varios grupos funcionais tréficos, como coletores,
filtradores, raspadores, fragmentadores e predadores. Sendo assim um elo importante dentro da
cadeia alimentar aquatica como um consumidor primario de algas e perificton (HAMADA et
al., 2014; RAMIREZ etal., 2014).

Os adultos se restringem basicamente ao processo reprodutivo, onde apds a sua
emergéncia produzem revoadas de acasalamento no ambiente aquatico, onde ap6s a desova
geralmente morrem, ou servem de alimento para passaros e outros organismos. Outros aspectos
a ser destacado refere-se a existéncia de um estagio denominado de subimago, que representa
um estagio intermediario entre a ninfa e o adulto, possuindo uma coloragéo opaca, leitosa ou
escurecidas nas asas e geralmente ciliadas (DOMINGUEZ et al., 2006; SALLES et al., 2014b).

Entretanto, um dos problemas que dificultao avango dos estudos de muitas espécies de
invertebrados aquaticos e para a ordem em estudo € a identificacdo morfologica. Umavez que,
as chaves taxonémicas geralmente existem para apenas para um determinado estagio de vida

ou género, que geralmente contempla apenas a fase adulta. Assim, atribuir nomes para algumas
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espécies geralmente é dificil, principalmente em estudos em que os imaturos/ninfas compdem
uma grande proporcdo da amostra, assim como a maioria das estruturas morfolédgicas, como
bréanquias, pernas e filamentos caudais, pode ser facilmente danificada e perdida,
principalmente em efemérides (Ephemeroptera) (BALL et al., 2005; WEBB et al., 2012).
Soma-se ainda a necessidade de anos de experiéncia dos pesquisadores para que possam usar
de forma efetiva as chaves taxondmicas disponiveis e pér fim a variacdo fenotipica de
caracteristicas taxonémicas importantes que pode representar um desafio significativo durante
a identificagdo das espécies (BALL et al., 2005; WEBB et al., 2012), assim novas ferramentas
torna-se necessarias para auxiliar no processo de identificacdo e no conhecimento desta
diversidade como a genética molecular.

Apesar do nimero de estudos estar aumentando no Brasil, algumas regides como o
nordeste brasileiro, ainda existem poucos estudos (SHIMANO et al., 2013), e muitas especies
ainda sdo desconhecidas pela ciéncia (CARDOSO et al., 2015). Além disso, o Nordeste
brasileiro vem sofrendo cada vez mais impactos provenientes de atividades antropicas sobre
Seus recursos naturais e aquaticos, sendo uma das principais causas de degradacdo ambiental
(SILVA et al. 2018), dentre estes 0 bioma Cerrado considerado um dos “hotspots” para a
conservacdo da biodiversidade mundial (KLINK; MACHADO, 2005).

Essas alteragGes ambientais e antropicas, também tem sido observada em ambientes
aquaticos, onde varios organismos sdo afetados, principalmente os mais sensiveis como é o
caso dos efemerdpteros (FEITOSA; ALMEIDA, 2002; DOMINGUEZ et al., 2006; SILVA, et
al., 2016; BARBOSA et al., 2020). Dentre os ambientes aquaticos, vale destacar que o estado
do Maranhdo possui uma rica rede de bacias hidrograficas, porém, a maioria desses locais vem
apresentando diversas alteracGes antropicas (queimadas, assoreamento, desmatamento da mata
ciliar, langamento de residuos sélidos e liquidos em afluentes, uso inadequado do solo, entre
outros) (BARROSO; SOUSA, 2007), inclusive a Bacia do Rio Itapecuru
(SILVA;CONCEICAO et al., 2011) Como consequéncia varias espécies estdo sendo perdidas
mesmo antes de serem conhecidas pela ciéncia (CARDOSO et al., 2015), assim torna-se
necessario esses conhecimento no que se refere a biodiversidade e a utilizacdo de novas

ferramentas que possam auxiliam nessa com € o caso da genética molecular.

1.2 A Genética Molecular como ferramenta taxonémica: Marcadores mitocondriais

O DNA mitocondrial (Figura 1) funciona como um marcador microevolutivoem nivel
intraespecifico, e pode ser utilizado para gerar filogenias, para verificar o grau de diversidade

genética das espécies, possibilitando estimar a variabilidade genética entre as populacfes
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(AVISE, 2004). Este marcador molecular de diversidade animal tem sido utilizado ao longo das
Gltimas trés décadas e tem alvo preferencial para diagndstico molecular, pois oferece muitas
vantagens em relacdo ao DNA nuclear, como:1) possuir um elevado nimero de copias por
célula; 2) apresentar diferencgas de sequéncias entre espécies proximasde 5 a 10 vezes maiores
do que em genes nucleares; 3) possuir variacdo intraespecifica pequena na maioria das espécies
animais; 4) ndo apresentar introns, o que facilita a obtencdo da amplificacdo de DNA
mitocondrial; 5) possuir heranca predominantemente materna e baixo polimorfismo ancestral
(HEBERT et al., 2003; STOECKLE et al., 2005).

Figura 1. Esquema representativo do genoma mitocondrial.

_— BamHI
ND1

ND5
ND2

Heavy strand
w

con K

f ATPs
ATPa

Fonte: (MECHTA etal., 2018).

Entre os marcadores moleculares mitocondriais utilizados, um segmento curto do gene
da subunidade 1 do citocromo C oxidase 1 (COI) mitocondrial (DNA Barcoding), tem sido
amplamente utilizada como uma ferramenta valiosa para identificacdo, delimitacdo e
descoberta de novas espécies durante as ultimas décadas (HEBERT et al. 2003, 2010). Em
particular, o sistema de codigo de barras do DNA tem varias vantagens de aplicacdo para
identificacdo taxondémica, incluindo a associacdo de juvenis, onde os estagios da vida ndo
podem ser identificados com base na morfologia, com os adultos correspondentes (ZHOU et
al., 2007).

O generRNA 16S que faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA mitocondrial
também tem se mostrado eficiente naidentificagéo de vertebrados e invertebrados (PALUMBI,
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1996), onde este marcador tem sido sugerido como um dos genes utilizados como DNA
Barcode (VENCES et al., 2005).

Atualmente, existem algumas bibliotecas de cddigos de barras (COI) de Ephemeroptera
disponiveis com um grande nimero de tdxons em diversas regides geograficas, como América
do Norte (BALL etal., 2005; WEBB etal., 2012), Alemanha (MORINIERE etal., 2017), regi&o
mediterranea (CARDONI et al., 2015; GATTOLLIAT et al., 2015), Canada (ZHOU et al.,
2009, 2010), Bolivia (MOLINA et al., 2017), india (SELVAKUMAR et al., 2016), Dinamarca
(KJAERSTAD et al., 2012), Leste asiatico do Japdo e Taiwan (WAKIMURA et al., 2016) e
Coréia do Sul (SUH et al., 2019), no Brasil apenas alguns trabalhos com algumas familias e
géneros tem sido realizado para esta ordem (SALLES et al., 2014a; SALLES et al., 2016; DIAS
etal., 2019; MORJARDIM et al., 2020; SALLES et al., 2020).

Alguns trabalhos de filogenia com algumas familias, géneros também vém sendo
realizado para esta ordem, a partir do gene rRNA 16S, COI ou em combinagdo com outros
genes (nucleares ou mitocondriais), Odgen et al. (2005), em seu trabalho analisou a filogenia
das espécies da ordem Ephemeroptera através dos genes nuclear (18S e 28S), mitocondriais
(16S e 12S) e proteina Histona (H3).

Para a familia Baetidae, Monaghan et al. (2005) analisaram as origens transoceanicas e
endémicas de espécies da familia Baetidae de Madagascar através dos genes 16S, 12S e nuclear
18S, Gattolliat; Monaghan (2010) analisou através de genes mitocondriais e nuclear (COlI, 16S,
12S e nuclear 18S) espécies do género Adnoptilum do Madagascar; Pereira-da-Conceigéo et al.
(2012) através dos genes (COI e 16S) avaliaram linhagens distintas de Baetis harrisoni na
Africa do Sul; Rutschmann et al. (2014) utilizando os genes (COIl e 16S) avalizaram a
diversidade genética das espécies Baetis e Cloeon (Baetidae) nas Ilhas Canérias e Madeira,
Salles et al. (2014a) através do gene COI analisaram as relagdes entre as espécies do género
Cloeon da América do Sul; Ossa-Lépez et al. (2017), com genes COIl e 16S estimou a
divergénciaentre os espécimes do complexo Andesiops peruvianus da Colémbiae Taylor et al.
(2020) através do gene (COI e 16S) investigou a diversidade genética de trés espécies de
Ephemeroptera (Afroptilum sudafricanum, Demoreptus natalensis e Demoreptus capensis) na
Africa do Sul.

Para Caenidae, Cai et al. (2018), sequenciou 0 genoma mitocondrial para o género
Caenis sp. na China, ja para Leptophlebiidae, Salles et al. (2016) analisou através do gene COI
espécies do complexo Hermanella de Roraima (Brasil), Morjardim et al. (2020) analisou as
relacbes filogenéticas entre as espécies da familia na regido neotropical, utilizando o gene

mitocondrial COI e nuclear 28S, Salles et al. (2020) atravées dos genes (COI e 16S) descreveu
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uma nova espécie (Diamantina ulmeri) para o Parque Nacional da Chapada Diamantina
(Brasil) comparando estas com as espécies de Ulmeritus e Ulmeritoides da subfamilia
Atalophlebiinae para saber as relacfes entre estas espécies; Para a familia Euthyplociidae,
Goncalves et al. (2017) analisou através do gene COI, espécies do género Campylocia da
América do Sul. Miller et al. (2018) estimou as relagdes filogenéticas entre sete familias
Behningiidae, Ephemeridae, Euthyplociidae, Ichthybotidae, Palingeniidae, Polymitarcidae,
Potamanthidae, através dos genes mitocondriais 12S, 16S e nuclear 18S e 28S.

Para a familia Leptohyphidae, Dias et al. (2019) em seu trabalho faz uma andlise
filogenética entre as espécies do género Tricorythodes da América Sul, utilizando os genes
mitocondriais (COI e 16S) e nuclear 18S. Entretanto, nenhum trabalho tem sido realizado para
a ordem Ephemeroptera para o Brasil, como para 0 Maranh&o, neste sentido, estudos genéticos
sdo fundamentais e poderdo proporcionar um importante conhecimento sobre a ordem
Ephemeroptera que ainda sdo poucos explorados.

Além disso, complexos de espécies vém sendo relatados para a ordem Ephemeroptera,
para algumas familias (PEREIRA-DA-CONCEICOA et al., 2012; RUTSCHMANN et al.,
2014; SALLES et al., 2016; OSSA-LOPEZ et al., 2017; DIAS et al., 2019 e SALLES et al.,
2020), diante disso, este trabalho possibilitara entender as relacdes filogenéticas e 0s possiveis
complexos entre as espécies da ordem.

Além das ferramentas moleculares, novas técnicas vem sendo empregadas para a
identificacdo de OTUs (Unidades Taxonémicas Moleculares Operacionais), auxiliando na
identificacdo e delimitacdo de familias, géneros ou espécies, dentre os modelos que incluem
ferramentas bioestatisticas e algoritmicas, o0 Generalized Mixed Yule Coalescent approach
(GMYC), proposto por Fujisawa; Barraclough (2013), baseia-se no tempo para identificar o
ponto de transicdo entre os processos de ramificacdo especifica e coalescente em arvores
ultramétricas, que apresentam multiplas espécies e dados derivados de um tnico locus, exigindo
apenas uma arvore filogenética de entrada. O modelo Automatic Barcode Gap Discovery
(ABGD) proposto por Puillandre et al. (2012) que visa encontrar automaticamente a distancia
onde os barcode gaps estdo localizados e o Poisson Tree Process (PTP) utiliza o nimero de
substituicdes de nucleotideos ao invés de buscar o ponto de transicao das derivacdes, tendo
como premissa que as substituicdes intraespecificas sejam significativamente maiores que as
interespecificas, descrito por Zhang et al. (2013). O Assemble Species by Automatic
Partitioning (ASAP) proposto por Puillandre et al. (2021), utiliza particionamento automatico,
a partir de alinhamentos de sequéncias de locus Unicos, mesclando essas informacoes até

formarem um Unico grupo.A utilizacdo destes métodos ird auxiliar ainda mais na delimitacdo
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das espécies de Ephemeroptera do Maranhdo, permitindo entender as relacdes e identificacdo
do OTUs presentes.
2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Caracterizar e delimitar espécies/géneros da ordem Ephemeroptera em rios e riachos da
Bacia do Itapecuru, no Cerrado do Leste Maranhense, utilizando sequéncias dos genes
mitocondriais rRNA 16S e COl.
2.2 Especificos

v Identificar e caracterizar as espécies da ordem Ephemeroptera, utilizando sequéncias
dos genes mitocondriais rRNA 16S e COl,

v' Determinar os indices de divergéncia genética entre as espécies da ordem

Ephemeropteraa partir de sequéncias dos genes mitocondriais;

v Delimitar espécies da ordem Ephemeroptera através de sequéncias do gene mitocondrial
COl.
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Resumo

Neste estudo foram obtidas 122 sequéncias, sendo 82 para o gene rRNA 16S e 40 para o gene COI, as andlises
foram realizadas com os dados concatenados, obtendo um fragmento de 1121 pares de bases, correspondendo a
17 géneros e 26 espécies e cinco familias da ordem Ephemeroptera, com médias de divergéncias genéticas
intraespecificas variando de 0 a 0,3% e interespecificasde 1,20 a 55,30%. Os agrupamentos pelas reconstrugdes
filogenéticas apresentaram clados fortemente sustentados, indicando concordanciacom as espécies atribuidas por
identificacdo morfologica, com excec¢do de Hidrosmilodon sp. e Hidrosmilodon gillieesae, que se apresentaram
em clados separados. As analises de delimitacdo de espécies para o gene COI identificaram 17 OTUs para 0s
métodos ABGD, ASAP, PTP e 16 parao GMYC. Novos registros de géneros/espécie foram confirmados para o
Maranhdo como Hagenulopsis, Cloeodes, Caenise Campylocia anceps. Uma base de dados genéticos pioneiros
foi gerada para o estado do Maranho, cuja utilizagéo podera ter implicagfes diretas nos estudos taxonémicos e de
conservacao paraa ordem.

Introducéo

A ordem Ephemeroptera ocupa quase todos os ambientes de agua doce do mundo, exceto
a Antartica (Salles, 2012), muitas espécies dependem de condi¢bes ambientais especificas e sdo
altamente sensiveis as modificagdes do ambiente (Shimano et al., 2018), em virtude dessas
carateristicassdo muito utilizadas como bioindicador de qualidade ambiental (Shimano & Juen,
2016). Atualmente para 0 mundo a ordem é composta por aproximadamente 3.500 espécies,
distribuidas em 450 géneros e 42 familias (Salles et al., 2018). No Brasil, sdo conhecidas
atualmente 415 espécies de Ephemeroptera, descritas em 84 géneros e 10 familias (Baetidae,
Caenidae, Coryphoridae, Ephemeridae, Euthyplociidae, Leptohyphidae, Leptophlebiidae,
Melanemerellidae, Oligoneuriidae e Polymitarcyidae) (Salles & Boldrini, 2022).

Apesar do numero de estudos estar aumentando no Brasil para a ordem, algumas regifes
como a regido do nordeste brasileiro ainda existem poucos estudos (Shimano et al., 2013), e
muitas espéecies ainda sdo desconhecidas pela ciéncia (Cardoso et al., 2015). Outro problema
que dificulta o avan¢o dos estudos de muitas espécies de invertebrados aquaticos inclusive para
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a ordem Ephemeroptera refere-se a identificacdo morfoldgica, uma vez que, as chaves
taxondmicas geralmente existem apenas para um determinado estagio de vida ou género, além
disso a identificacdo, em estudos aquaticos os imaturos compdem uma grande proporcao das
amostras, € dificil, visto que na sua maioriaas estruturas morfoldgicas, pode ser facilmente
danificadas ou perdidas durante a coleta, no transporte ou na identificagcdo (Ephemeroptera)
(Ball et al., 2005; Webb et al., 2012). Em virtude desse cenario, novas ferramentas sdo
necessarias para auxiliar nessa identificacdo, tornando o sistema mais agil e seguro, e
possibilitando uma contribuicéo direta para se conhecer a real biodiversidade existente, uma
vez que projecOes apontam que muitas espécies ainda precisam ser descritas (Cardoso et al.,
2015).

Uma ferramenta que vem ganhando destaque nesse sentido € a utilizacdo da genética
molecular através do uso do DNA mitocondrial, cujos resultados tém se mostrado muito
eficientes (Avise, 2004). Os marcadores mitocondriais citocromo C oxidase 1 (COI) (DNA
Barcoding) (Hebert et al., 2003) e o gene rRNA 16S que faz parte da grande subunidade
ribossomal do DNA mitocondrial (Palumbi, 1996), tém sido usados para gerar filogenias,
identificar espécies, e para verificar o grau de diversidade genética das espécies e estimar a
variabilidade genéticaentre populagdes. O que torna um importante instrumento para o estudo
dessa ordem.

Para Ephemeroptera, atualmente, existem algumas bibliotecas de codigos de barras
disponiveis em diversas regides geogréaficas (Ball et al., 2005; Webb et al., 2012; Moriniére et
al., 2017; Cardoni et al. 2015; Gattolliat et al., 2015; Zhou et al., 2009, 2010; Molina et al.,
2017; Selvakumar et al., 2016; Kjaerstad et al., 2012; Wakimuraet al., 2016; Suh et al., 2019).
Além de alguns trabalhos de filogenia e de complexos de algumas familias e géneros a partir
do gene rRNA 16S, COI ou em combinagdo com outros genes (nucleares ou mitocondriais)
como Odgen et al. (2005), ja para familias e espécies alguns trabalhos também tem sido
realizados, como para familia Baetidae (Monaghan et al., 2005; Gattolliat et al., 2010; Pereira-
da-Conceicdo et al., 2012; Rutschmann et al., 2014; Salles et al., 2014a; Ossa-LoOpez et al.,
2017;Taylor et al., 2020), Caenidae, (Cai et al., 2018), Leptophlebiidae (Salles et al., 2016;
Morjardim et al., 2020; Salles et al., 2020), Euthyplociidae, (Miller et al., 2018) e
Leptohyphidae (Dias et al., 2019).

Entretanto para o Brasil e Nordeste, assim como ja demonstrado (Shimano et al., 2013)
existem poucos trabalhos, inclusive genéticos, sendo alguns voltados apenas para algumas
familias e géneros desta ordem (Salles et al., 2014a; Salles et al., 2016; Dias et al., 2019;
Morjardim et al., 2020; Salles et al., 2020).

Diante disso, este trabalho objetiva-se caracterizar e delimitar espécies/géneros da ordem
Ephemeroptera em rios e riachos da Bacia do Itapecuru, no Cerrado do Leste Maranhense,
utilizando sequéncias dos genes mitocondriais rRNA 16S e COlI.

Materiais e métodos

Area de estudo e Identificacdo das amostras

As coletas foram realizadas em localidades distintos inseridos nas delimitacdes da Bacia
Hidrograficado Rio Itapecuru, situada na parte Centro-leste do estado do Maranhdo, com éarea
de 53.216,84 kmz, correspondendo a 16,03% da &rea do Estado (Nugeo, 2022). O rio Itapecuru,
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nasce no sul do estado no sistemaformado pelas Serras da Croeira, Itapecuru e Alpercatas, com
altitude aproximada de 530m, percorrendo cerca de 1.041 km, desaguando na baia do Arraial,
a Sudeste da Ilha do Maranhé&o ( Medeiros, 2001; Silva & Conceicdo et al., 2011 Nugeo, 2022),
nesta regido possui o clima tropical umido, com temperaturas elevadas médias acima de 20 °C
e precipitacdo entre 1000 a 1500 mm/ano, com duas estagOes bem distintas, uma chuvosa e
outra seca, a vegetacdo ao longo do rio é composta por arvores de pequeno e médio porte,
retorcidas e tortuosas, de casca grossa, relevo composto por planicies (fluviais e costeiras) e
planalto e solo latossolos amarelos e latossolos vermelho-amarelos (Silva & Conceicéo et al.,
2011).

Para realizagéo das coletas foram selecionados trechos de rios e riachos que fazem parte da
Bacia Hidrogréafica do rio Itapecuru em pontos aleatérios, considerando os locais de acesso
(Tabela 1 e Fig. 2). As capturas das ninfas foram realizadas através de rede entomoldgica
aquatica em D (rapiché), com abertura de malha de 0,5 mm e catacdo manual (Frost, 1957).
Nos pontos amostrais as ninfas foram coletadas em diferentes tipos de substratos (areia; folhico;
troncos; raizes, pedras e macroéfitas) em areas de correntezae remanso e em seguida fixadas em
frascos contendo alcool a 80% devidamente etiquetado e armazenados em freezer a -20°C.

Os imagos da familia Leptophlebiidae foram obtidos dos materiais depositados no
Laboratério de Entomologia Aquatica do CESC/UEMA, sendo estes coletados através de
armadilhas luminosas ao entardecer e armadilha da Pensilvania do anoitecer ao amanhecer
préoximo a vegetacdo marginal e margens dos corpos d’agua, alguns adultos foram obtidos
através da criacdo das ninfas (Frost, 1957) (Tabela 1e Fig. 1).

Tabela 1. Localidades e coordenadas da obtengdo dos espécimes da Ordem Ephemeroptera obtidos na
em rios e riachos Bacia do Itapecuru no Leste-maranhense.

Ponto  Municipio/UF Rio/Riachos Coordenadas

1 Areia Branca/APA Inhamum  04°53'34.9"S e 43°26'11.1"W

2 Barragem 04°52'16.9"S e 43°05'53.3"W

3 Buriti do meio 04°54°48,1°°S € 43°06°49,2°W
4 Cajazeiras 05°01°03.4” S €43°25°46.3” W
5} Estiva 04°55°40.1” S e43°14°41.2” W
6 Caxias/MA  Guarimd 04°50'02.9"S e 43°29'06.1"W

7 Mangueira 05°07'05.5"S e 43°33'47.8"W

8 Planagucar 04°54'24.87"S e 43°21'45.23"W
9 Pé da Serra 05°07'28.5"S e 43°33'02.2"W
10 Primavera 04°50°5.73” S €43°29°4.34” W
11 Soledade/APA Inhamum 04°53'40.8"S e 43°25'18.9"W
12 Rio Codozinho 04°36'29.1"S e 44°06'53.7"W
13 Cod6/MA  Rio Saco 04°30'29.6"S e 43°56'26.8"W

H
S

Riacho Séo José 04°28'23.1"S e 43°52'22.4"W
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Brasil/
Maranhao '
/fr\‘\,/\‘ ;
j\ ~p
Codé/Caxias/ -
Maranhao
LEGENDA 3
1 Barragem 8 Areia Branca | -
2 Buriti do meio 9 Mangueira | 2
3 Estiva 10 Pé da Serra
4 Planagucar 11 Guarima
5 Soledade 12 Codozinho

6 Primavera 13 Saco
7 Cajazeiras 14 Sao José o e oshe ebe ebe owkr oste e wbe aher sl elr abe e 2l zdee wbe whr 2 mlee xbe

Fig. 1. Locais de coleta da ordem Ephemeroptera em rios e riachos da Bacia do Itapecuru
(Nameros indicando os locais coletados).

A identificacdo dos espécimes foi realizada com o auxilio de Estereomicroscopio binocular
Stemi DV4 e microscopio optico Primo Star ambos da marca Zeiss® sendo esta realizada no
Laboratoério de Entomologia Aquéatica (LEAQ) do CESC/UEMA. As ninfas foram identificadas
em nivel genérico e os imagos da familia Leptophlebiidae identificados em nivel especifico,
sendo a mesma realizada como base em Dominguez et al. (2006), Salles (2006) e Salles et al.
(2014), complementadas por artigos pertinentes a cada taxon, além de consultaa pesquisadores
especialistas quando necessario. Para as informacdes da distribuicao geografica das espécies
foram consultadas o Catalogo Taxondmico da Fauna do Brasil, onde a lista das espécies de
Ephemeropteraregistradas para o Brasil é atualizada frequentemente (Salles & Boldrini, 2022).
O material (Ninfas e DNA) foi depositado no Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular
(GENBIMOL) do CESC/UEMA.

Caracterizacao Molecular

O DNA total foi extraido a partir das pernas, torax, torax e abdome, ou do corpo inteirodo
animal, utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega em coluna de silica,
seguindo as instrucgdes do fabricante (Material suplementar 1). O isolamento e amplificacéo
da regido genémica foi realizado via técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para
o gene rRNA 16S utilizou-se primers especificos: rRNA 16S-16sL1: °5-
GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3* 16SH2: ‘5-CCGGTTCTGAACTCAGATCACGT-3’
como descrito por (Palumbi et al., 1996). A PCR foi realizada em um volume final de 25 pl,
com o0s seguintes reagentes: 4 pl de DNTPs (1.25 M), 4 ul de Buffer/ MgCI2 (10X), 1 pl de
DNA, 0.25 pl de cada primer (200 ng/ul), 0.2 pl da enzima Taq polimerase (5U/ul) e 16.3 de
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H.O purificada. O protocolo de amplificacdo consistiu em uma desnaturacao inicial de 95° C
por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento50° C
por 1 minuto, extensdo 72° C por 2 minuto e uma extensdo final de 72° C por 7 minutos.

Para gene Col utilizou-se ~ primers especificos: LC01490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3%) e HC02198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmeretal., 1994). A PCR foi realizadaem
um volume final de 25 pl, com os seguintes reagentes: 2,5 ul de tampéo Colorless GoTaq® 5X
PROMEGA®© (100 mM), 3,5 pl de MgCl12 (25 mM), 2,5 pl de dNTP (2,5 mM de cada base),
1,2 ul de cada primer (100 ng/ul), 0.3 pl da enzima Taqg polimerase GE (5 U/ul), e 12.3 de H,O
purificada. O protocolo de amplificacdo consistiuem uma desnaturacado inicial de 94° C por 1
minuto, seguidos de 36 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1 mim, anelamento 47° C por 1,5
minuto, extensdo 72° C por 1,5 minuto e uma extensdo final de 72° C por 5 minutos.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT®, seguindo as
recomendacdes do fabricante, e submetidos a reacdo de sequenciamento de DNA segundo o
método de Sanger et al. (1977), utilizando-se o Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems)” (Material suplementar 2).

Analises dos Dados

As sequéncias foram alinhadas e editadas no Clustal W (Thompson et al., 1994) do
programa Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). As sequencias dos dois marcadores foram concatenadas
no programa Seaview4 (GOUY et al., 2010). As médias de divergéncias genéticase a arvore de
Maxima verossimilhanca (ML) foram obtidas no MEGA X (Kumar et al., 2018), utilizando o
modelo Tamura-Nei3, com 1000 réplicas de bootstrap.

A escolha do modelo para a construcédo da arvore de Inferéncia Bayesiana (IB) foi gerada
no JModelTest2 (Darriba et al., 2012) que esta disponivel no CIPRES Science Gateway v3.3
(Milleretal., 2010), utilizando o algoritmo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+l). A arvore de
IB foi gerada no software BEAST v.1.10.4 (Drummond et al., 2012; Suchard et al., 2018),
utilizando um relogio estrito e 0 processo de especiacdo de Yule como priori. A analise foi
realizada com base em 40.000.000 milhdes de gera¢des. Em seguida, os arquivos de log foram
verificados no Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014a) para avaliar aconvergénciae o comprimento
adequado do burn in, onde a convergéncia foi considerada adequada quando os parametros
apresentaram ESS (Effective Sample Size) superiores a 200. A arvore gerada no BEAST foi
sumarizadano TreeAnnotator v.10.4 (Suchard et al., 2018) para obtenc¢do da arvore consenso,
posteriormente visualizada e editada no Fig Tree v1.4.2 (Rambaut et al., 2014b) e Inkscape
(Programa de edicdo de imagem). Clados com porcentagens de BT > 85 ou PP > 0.95 foram
considerados fortemente suportados.

As analises de delimitacdo de OTUs para o gene COI foi realizada, utilizando os modelos:
Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD), Assemble Species by Automatic Partitioning
(ASAP) Poisson Tree Process (PTP) e Generalized Model Yule Coalescent (GMYC). O teste
ABGD (Puillandre et al., 2012) foi executado em https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/
usando um banco de sequéncias alinhadas. O teste ASAP (Puillandre et al., 2020) foi realizado
em https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html usando como entrada uma matriz de
distancia genéticarealizada no MEGA X. O PTP (Zhang et al., 2013) foi executado no servidor
da web https://species.h-its.org/ usando como arquivo de entrada uma arvore filogenética de
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Maéaxima Verossimilhanca construida no programa RaxML v.8.29 (Stamatakis, 2014) que esta
disponivel no CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller et al., 2010). O GMYC (Fujisawa &
Barraclough, 2013), foi realizado a partir da arvore ultramétrica consenso construida no
software BEAST v1.8, a qual foi submetida nos pacotes Ape, Splits, Paran e Mass disponiveis
no software R v. 4.1.0 (Venables et al., 2021).

Para a identificacdo e verificacdo do grau de similaridade, as sequéncias foram plotadas
nas plataformas de bioinforméatica BOLD Systemsv4 (Barcode of Life Data) (Ratnasingham;
Hebert, 2007) e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Resultados

Foram obtidas para a ordem Ephemeroptera 122 sequéncias, sendo 82 para o gene rRNA
16S (71 Ninfas e1l Imago) e 40 para o gene COIl (Ninfas), pertencendo a cinco familias:
Baetidae, Caenidae, Euthyplociidae, Leptohyphidae e Leptophlebiidae, 17 géneros e 26
espécies. As familias Leptophlebiidae (N= 40) e Baetidae (N= 23) foram as mais
representativas, os géneros Callibaetis (N= 15) e Simothraulopsis (N= 13) apresentaram o
maior numero de espécimes (Tabela 2). As analises foram geradas para os genes concatenados
obtendo um fragmento de 1121 pares de bases (rRNA 16S e COI) com 518 conservados, 603
variaveis e 576 informativos a parcimonia, com composi¢do média de nucleotideos de 34 %
paratimina(T), 16% para citosina (C), 29,9% para adenina (A) e 20,1% para guanina (G).

Tabela 2. Espécimes da Ordem Ephemeroptera coletados em rios e riachos da Bacia do Itapecuru, em
area de Cerrado do leste Maranhense.

Familia Geénero/espécies Rio/Riacho Localidade Estagio N 16S COlI
Farrodessp. Barragem Caxias/MA 5 5 1
Rio Saco Codé-MA 2 2 1
Cajazeiras Caxias/MA 2 2 1
Séo José Coddé-MA 1 1 1
Hagenulopsis sp. Estiva Caxias/MA 6 6 3
Simothraulopsis Rio Codozinho  Codo-MA 1 1 1
spl. Planagucar Caxias/MA Ninfa 3 3 1
Leptophlebiidae  Simothraulopsis Planagucar Caxias/MA 5 5 2
sp2.
Simothraulopsis Rio Codozinho  Cod6-MA 1 1
sp3. Cajazeiras Caxias/MA 1 1 1
Simothraulopsis Buritido Meio  Caxias/MA 2 2 1
sp4.
Askola sp. Estiva Caxias/MA 1 1 1
Hidrosmilodonsp.  Rio Saco Codo-MA 2 2 1
Leptophlebiidae  Miroculis dukensis  Areia Caxias/MA 1 1 -
Branca/APA
inhamum
Hidrosmilodon Buritido Meio  Caxias/MA 3 3 -
gillieesae
Hidromastodon Mangueira Caxias/MA Imago 3 1 -
sallessi
Thraulodes Guarima Caxias/MA 2 2 -
sternimaculatus
Thraulodes Rio Saco Coddé-MA 1 1 -

marreroi
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Leentvaaria Pe daserra Caxias/MA 2 2 -
palpalis
Paramaka convexa Pé¢ daserra Caxias/MA 1 1 -
Caenid Caenis sp. Cajazeiras Caxias/MA Ninfa 1 1 1
aenidae Brasilocaenissp.  Rio Codozinho ~ Cod6-MA 3 3 3
Euthyplocidae Campylosia sp. Primavera Caxias/MA Ninfa 5 5 3
Leptohyphidae ~ Amanahyphes sp. Estiva Caxias/MA Ninfa 5 5 4
Callibaetis sp1. Planagucar Caxias/MA 1 1 1
Rio Codozinho  Cod6-MA 6 6 4
Estiva Caxias/MA 1 1 -
Callibaetis sp2. Soledade/APA  Caxias/MA 4 4
Inhamum
. Buritido Meio  Caxias/MA Ninfa 1 1 -
Baetidae . . . . .
Callibaetis sp3. Rio Codozinho  Codo-MA 1 1 1
Callibaetis sp4. Planagucar Caxias/MA 1 1 -
Cloeodessp. Barragem Caxias/MA 1 1 1
Estiva Caxias/MA 1 1 1
Apobaetis sp1l. Rio Saco Codo-MA 4 4 3
Apobaetis sp2. Estiva Caxias/MA 2 2 -
5 17 géneros / 26 - - - 82 40
espécies 122

As médias das divergéncias genéticas intraespecificas para os genes variaram de 0 a 0,3%.
As meédias de divergéncias genéticas interespecificas variaram de 1,20% a 55,30%, a menor foi
observada entre as espécies Leentvaaria palpalis e Hidrosmilodon gillieesae pertencentes a
familia Leptophlebiidae, e a maior divergéncia ocorreu entre as espécies Amanahyphes sp. e
Callibaetis sp2. pertencentes as familias Leptohyphidae e Baetidae, respectivamente. As
médias intraespecificas foram obtidas apenas das espécies representadas por mais de um
exemplar (Tabela 3).

Os agrupamentos pelas reconstruc@es filogenéticas de Maxima verossimilhanca (ML)
(Figura suplementar 1) e Inferéncia Bayesiana (Bl) apresentaram clados fortemente
sustentados (BT=99 a 100; PP= 1.0), indicando a concordancia com as espécies atribuidas por
identificacdo morfoldgica, com excecdo de Hidrosmilodon sp. e Hidrosmilodon gillieesae, que
se apresentaram em clados separados (Fig. 2).

As analises de delimitacdo para o gene COl, revelaram para os métodos ASAP, PTP e
ABGD 17 OTUs e 16 OTUs para 0 GMYC. As espécies Simothraulopsis spl., sp2. e sp3.,
constituem um unico OTU para 0 GMYC, as espécies Simothraulopsis spl. e sp2. se agruparam
em um Unico OTU para os métodos ASAP, PTP e ABGD (Fig. 3)
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Tabela 3. Médias de divergéncias genéticas Tamura-Nei3 interespecifica e intraespecifica (diagonal) para espécies da ordem Ephemeroptera para o estado do
Maranh@o através de 1124 pares de bases dos genes rRNA16s e COlI.

Matriz de divergéncia Genética

Géneros/Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1- Callibaetisspl. 0.1

2- Callibaetis sp2. 20,96 0

3- Apobaetis sp1. 32,32 359 0

4- Apobaetis sp2. 2752 35,79 19,22 O

5- Cloeodessp. 28,99 37,85 32,42 309 O

6- Brasilocaenis sp. 36,37 44,41 42,36 42,36 37,70 O

7- Campylocia sp. 36,77 46,10 45,40 41,35 37,07 26445 O

8- Amanahyphes sp. 46,37 55,30 51,84 46,17 40,62 33,47 34,01 O

9- Farrodessp. 40,03 45,14 45095 4224 3580 23,76 23,35 27,96 0,3

10- Hagenulopsis sp. 38,38 47,60 42,05 43,94 40,13 25,37 28,53 37,48 2136 O

11- Hidrosmilodon sp. 40,69 50,53 48,27 43,88 37,63 26,77 26,88 31,67 12,08 27,34 0

12- Miroculissp. 37,12 4544 4449 42,01 37,66 27,37 27,01 35,02 14,31 23,31 1840 O

13- Simotrhaulopsis sp1. 37,30 46,17 47,25 43,27 39,61 27,03 25,89 33,92 14,83 23,32 1743 886 O

14- Simotrhaulopsis sp2. 38,83 46,90 49,11 45,02 41,06 29,85 29,15 34,55 16,66 25,65 19,30 11,59 3,66 O

15- Simotrhaulopsis sp3. 37,33 45,34 46,30 41,94 39,92 26,34 2591 3354 16,13 24,30 17,48 859 3,16 647 O

16- Simotrhaulopsis sp4. 36,40 44,73 48,30 43,35 40,55 25,99 26,20 33,62 17,89 2530 17,44 9,12 7,00 994 492 0

17- Hidrosmilodon gillieesae 40,91 51,84 48,41 47,24 37,76 25,75 25,77 32,72 10,94 2582 7,26 17,11 16,82 18,06 17,45 16,21 O
18- Thraulodessternimaculatus 39,88 49,79 44,04 43,48 38,59 28,09 29,95 38,30 16,89 27,07 19,35 18,58 18,59 21,08 18,94 1954 17,70 O
19- Leentvaariapalpalis 38,92 49,56 46,24 45,06 3586 24,10 24,46 31,33 959 24,19 648 1564 1536 17,48 1598 14,76 1,20 16,80 0
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Fig. 3. Arvore de inferéncia bayesiana evidenciando os agrupamentos das OTUs obtidas pelas diferentes
abordagens de delimitacdo de espécies baseada no gene COIl através do algoritmo Hasegawa-Kishino-
Yano (HKY+G+l).

Quando as sequéncias dos espécimes foram submetidas as plataformas BOLD/BLAST
para analisar os indices de similaridades, apenas o género Campylocia teve sua identificacdo
especifica confirmada com 98,40% com Campylocia anceps. Os demais espécimes ndo foram
possiveis ser identificados em nivel de espécie, pois ndo mostraram correspondéncias
significativas com espécies presentes nas plataformas.

Discussao

Os Efemerdpteros estdo entre os grupos mais utilizados em programas de
biomonitoramento de qualidade de agua em funcdo das distintas respostas apresentadas por suas
espécies a degradacdo ambiental (Dominguez et al., 2006, Salles, 2006; Feitosa & Almeida,
2002; Silva, et al., 2016; Shimano & Juen, 2016; Shimano et al., 2018; Barbosa et al., 2020),
diante disso, conhecer as espécies e entender as relagdes ecoldgicas, genéticas deste grupo séo
de grande importancia para 0 ecossistema, uma vez que tem contribuicdo direta para
conhecermosa real biodiversidade.

A representatividade das familias Baetidae e Leptophlebiidae, segundo Salles et al.
(2014b), ocorre por Baetidae possuir uma distribuicdo mundial e € considerado o grupo de
maior diversidade de espécies da ordem Ephemeroptera, sendo a familia Leptophlebiidae a
segunda maior familia em ndmero de espécies e a mais diversa com relagcdo ao niumero de
géneros (Salles et al., 2014b).
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Os géneros da familia Leptophlebiidae, Simothraulopsis, Farrodes, Askola,
Hidrosmilodon, Miroculis e as espécies Miroculis dukensis, Hidrosmilodon gillieesae,
Hidromastodon sallessi, Thraulodes sternimaculatus, Thraulodes marreroi, Leentvaaria
palpalis e Paramaka convexa possuem espécies registradas para 0 Maranhao (Nascimento et
al., 2020), ja Hagenulopsis é registrada para o Nordeste na Bahia, no entanto, sem espécie
registrada para o Maranhé&o (Salles & Boldrini, 2022).

Dos géneros da familia Baetidae registrados neste trabalho, Callibaetis e Apobaetis possem
uma espécie para cada registrada no Maranhdo (Boldrini et al., 2012; Salles & Boldrini, 2022).
O género Cloeodes possui registro para o Nordeste na Bahia, Ceara e Pernambuco sem espécie
registrada para o Maranhdo (Salles & Boldrini, 2022). A espécie da familia Euthyplociidae
Campylocia anceps identificada molecularmente neste trabalho, possui registro para o Nordeste
no estado da Bahia, no entanto sem registro para o estado do Maranhdo (Salles & Boldrini,
2022). Amanahyphes da familia Leptohyphidae possui uma espécie registrada para Maranhéo
(Cruz et al., 2011). Os géneros da familia Caenidae, Brasilocaenis possui uma espécie para o
Maranhdo (Lima et al., 2016), ja Caenis ndo possuem espécies registradas para 0 Maranhéo,
apenas para Bahia e Pernambuco (Salles & Boldrini, 2022).

As médias de distancias genéticas revelaram baixos niveis de divergéncia entre os
géneros/espécies (0 a 0,3%), essas baixas divergénciavem sendo encontradas para as espécies
da ordem utilizando genes mitocondriais (Ball et al., 2005, Zhou et al., 2009, Webb et al.,
2012). As espécies Leentvaaria palpalis e Hidrosmilodon gillieesae apresentaram baixos niveis
de divergéncias interespecificas (1,50%), Sartori (2005) e Morjardim et al. (2020) ressalta em
seus trabalhos que estas espécies/géneros fazem parte do complexo Hermanella, e que s&o
espécies irmds com muita proximidade.

As Arvores filogenéticas deste trabalho revelaram clados bem suportados em todos 0s
métodos ML e BI, para as espécies do Maranhdo que se agruparam com 0s representantes de
suas determinadas familias. Este resultado € esperado uma vez que a monofilia da grande
maioria das familias de Ephemeropteraé consenso entre os autores (Ogden et al., 2005, Ogden
et al., 2009). A espécies do género Hidrosmilodon se apresentou em clados distintos, estes
resultados apoiam, com os obtidos por Sartori (2005) e Morjardim et al. (2020) na qual sugerem
a parafiliadas espécies deste género.

Os conjuntos de dados analisados pelos quatro métodos de agrupamentos, confirmou a
concordanciaentre grupos de sequéncias e designacfes de espécies por taxonomia para maioria
das espécies, demostrando a eficiéncia na utilizacdo destes modelos para delimitar espécies
(PUILLANDRE et al., 2012, ZHANG et al., 2013; FUJISAWA; BARRACLOUGH, 2013;
PUILLANDRE et al., 2020).

Néo foi possivel identificar em nivel especifico e genéricoa maioria dos espécimes, assim
como confirmar molecularmente as identificadas em nivel de espécie, uma vez que ha poucas
sequéncias disponiveis para o gene rRNA16S e COIl para a comparacdo nas plataformas
BOLD/BLAST, uma vez que a maioria das sequencias disponiveis serem de espécies de outros
paises (Ball et al., 2005; Monaghan et al., 2005; Gattolliat; Monaghan, 2010; Pereira-da-
Conceicao et al., 2012 Webb et al., 2012; Rutschmann et al., 2014; Moriniere et al., 2017
Ossa-L6pez et al., 2017; Cardoni et al. 2015; Gattolliat et al., 2015; Zhou et al., 2009, 2010;
Molinaetal., 2017; Selvakumar et al., 2016; Kjaerstad et al., 2012; Wakimuraet al., 2016; Cai
etal., 2018; Suh et al., 2019; Taylor et al., 2020).
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Os dados gerados, sdo de grande relevanciapara ordem uma vez que para o Brasil apenas
alguns estudos de géneros e familia (Salles et al., 2014a, Salles et al., 2016, Dias et al., 2019,
Morjardim et al., 2020, Salles et al., 2020), vem sendo realizado, sendo estes dados pioneiros
para o estado do Maranhao.

Conclusao

Os bancos de dados gerados servirdo de base para estudos na ordem, cuja utilizacéo
poderd ter implicacdes diretas nos estudos taxonémicos e de conservacdo. Nossos resultados
geraram 122 sequencias para os genes COI e rRNA 16S, que demostraram baixas divergéncias
intraespecificas entre as espécies, permitindo ainda registrar novos géneros/especie como
Hagenulopsis, Cloeodes, Caenis e Campylocia anceps para o Estado do Maranh&o.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1 — Protocolo de extragéo de DNA kit PROMEGA

v/ Macerou-se 0 inseto todo ou parte com auxilio de um pistilo, adicionou-se em microtubos
de 1,5 ml;

v Preparou-se uma solucdo composta de EDTA (60 ul) e Nuclei Lysis Solution (250 pl) em
quantidade proporcional as amostras;

v Misturou-se a solugdo manualmente;

v Levou-se a solucdo ao freezer por 5 minutos, tomando-se o cuidado para ndo congelar;

v Adicionou-se em cada um dos tubos 300 ul da solucdo preparada;

v Colocou-se 10 pl de proteinase K e deixou-se as amostras em banho Maria a 65° C ou 30
minutos no shak até degradar todo o tecido;

v Adicionou-se 10 pl de RNAse e levou-se os tubos a estufaa 37° C por 20 minutos;

v Apos retirar as amostras da estufaadicionou-se 150 pl do reagente Protein Precipitation;
v Agitou-se delicadamente os tubos;

v Agitou-se no vértex para garantira homogeneizacao dos reagentes;

v Colocou-se no freezer por cinco minutos, tomando o cuidado para ndo congelar;

v Centrifugou-se por 10 min. a 15.000 rpm;

v Adicionou-se 400 pl de isopropanol (para precipitar o DNA) em um novo tubo;

v Retirou-se o tubo da centrifuga, em seguida, retirou-se o sobrenadante, colocando-o junto
com o isopropanol;

v Agitou-se gentilmente os tubos;

v Colocou-se a misturaem uma coluna fixada em um tubo de 2ml;

v Centrifugou-se por 10 minutosa 15.000 rpm, até a coluna secar;

v/ Em seguida adicionou-se 500 ul de alcool 70% a coluna;

v Centrifugou-se por 10 minutosa 15.000 rpm, até a coluna secar;

v Transferiu-se a coluna para um novo tubo de 1,5ml;

v Colocou-se 100 pl de solu¢do DNA rehydratation ou TE;

v Deixou-se as amostras em overnight;
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v Posteriormente o DNA foi visualizado por meio de um sistema de eletroforese em gel de

agarose a 1% em uma propor¢ao de 3 pl do tampao (azul de bromofenol e xilenocianol) para

cada 3 pl de DNA.

Material suplementar 2 — Protocolo da Reacéo de Sequenciamento do DNA

Para reacdo de sequénciaforam utilizados os seguintes reagentes e parametros:

v 3,9ul de H20;

v/ 1,05ul de Buffer;

v 0,35ul de Primer (0,8 pmol/pl);

v 1ul de DNA;

v 0,7ul de Big Dye;

O produto da reacdo de sequenciamento foi precipitado seguindo o seguinte protocolo:

v Submeteu-se a placa a um spin (centrifuga de placa);
v Adicionou-se 2,5ul de EDTA (125 mM);

v Vedou-se a placa e submeteu-sea um spin;

v Adicionou-se 30ul de Etanol 100%;

v Vedou-se a placa e misturou-se invertendo 4-5x;

v Envolveu-se a placa em papel aluminio e deixou-se em repouso a temperatura ambiente por
15 minutos;

v Centrifugou-se a 4.000 rpm por 30 minutos;

v Inverteu-se bruscamente a placa para descartar o alcool e secou-se sobre o papel absorvente;
v Centrifugou-se a placa invertidapor 1 minutoa 1.150 rpm;

v Adicionou-se 30ul de Etanol a 70%;

v Vedou-se a placa;

v Centrifugou-se a 4.000 rpm por 15 segundos (centrifuga refrigerada 4° C);

v Inverteu-se bruscamente para descartar o alcool e secou-se sobre o papel absorvente;

v Centrifugou-se a placa invertidapor 1 minutoa 1.150 rpm;

v Deixou-se a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para evaporagdo do
excesso de alcool,

v Colocou-se Formamida (10ul) e levou-se ao sequenciador automatico de DNA (ABI 3500).
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Figura Suplementar 1. Arvore filogenética obtida através do método Maxima verossimilhanga (MV) com 1000
réplicas de bootstrap baseada em 1124pb dos genes mitocondriais rRNA 16S e COI através do algoritmo de

Tamura-Nei3 parametros.
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