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Resumo

Tricdpteros sdo insetos aquaticos conhecidos principalmente pelas larvas construtoras
de casas portéteis ou abrigos fixos. Contudo, assim como na maioria dos insetos, a
taxonomia e identificacdo das espécies se baseiam principalmente em caracteristicas dos
adultos machos. Por possuirem diferentes niveis de tolerancia a alteracdes ambientais,
as larvas de Trichoptera s&o muito utilizadas nos programas de biomonitoramento de
qualidade de &gua-doce, mas na maioria dos casos a identificacdo limita-se ao nivel de
género. A familia Hydropsychidae foi estabelecida por Curtis (1835) e é uma das
maiores familias de Trichoptera e a mais diversa entre os Annulipalpia. Apesar do
grande nimero de espécies descritas, poucas larvas estdo associadas e descritas. O
método de associacdo de larvas e adultos por meio da comparacdo de sequéncias de
DNA é mais rapido e eficaz em comparacdo a criacdo de imaturos, por exemplo. Com o
objetivo de associar larvas de Hydropsychidae as respectivas espécies, foram feitas
coletas de adultos e imaturos no Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Rio de Janeiro,
Brasil. Os espécimes foram usados em reacdes de extracdo, amplificagdo de DNA e
sequenciamento do fragmento do gene mitocondrial codificante da citocromo oxidase |
(CQOI), popularmente conhecido como DNA barcode. Alem disso, foram obtidas
sequéncias disponiveis no Genbank ou em trabalhos anteriores e incluidas neste
trabalho. A partir da comparacdo do total de 97 sequéncias, foi realizada uma analise
filogenética usando o método de Neighbor-Joining (NJ) utilizando o modelo evolutivo
Kimura-2-Parametros. Como resultado, seis espécies de Hydropsychidae tiveram
associagdes entre adultos e larvas, sendo cinco delas associadas pela primeira vez:
Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010; Leptonema pallidum Gérin,
1834; Leptonema santosi Jardim, Dumas & Nessimian, 2010; Smicridea
(Rhyachophylax) ralphi, Almeida & Flint, 2002; Macronema aff. immaculatum,
Mosely, 1934. As larvas associadas com sucesso foram morfologicamente descritas.
Dentre os caracteres morfoldgicos identificados, a forma da mandibula mostrou-se

bastante Util na distingdo das larvas em nivel especifico.



Abstract

Caddisflies are a group of aquatic insects known mainly by the behavior of larvae of
building portable cases or fixed shelters. However, like most of the insects, taxonomy
and identification of species are primarily based on characteristics of adult males.
Because of the differences among levels of tolerance to environmental changes,
Trichoptera larvae are widely used in freshwater quality biomonitoring programs, but in
most of the studies identification is limited at the genus level. The family
Hydropsychidae was established by Curtis (1835) and is one of the largest families of
Trichoptera and the most diverse within the suborder Annulipalpia. Despite the large
number of species described, few larvae are associated and described. The method of
associating larvae and adults by comparing DNA sequences is faster and more efficient
compared to rearing immatures in laboratory, for example. In order to associate larvae
of Hydropsychidae with their respective species, adults and immatures were collected in
Parque Nacional da Serra dos Orgdos, Rio de Janeiro, Brazil. The specimens were used
in DNA extraction, DNA amplification, and sequencing reactions to obtain a
mitochondrial gene fragment encoding cytochrome oxidase | (COIl), popularly known as
DNA barcode. In addition, sequences available from Genbank or from previous works
were obtained and includes in this study. Using the comparison of a total of 97
sequences, a phylogenetic analysis was performed using the Neighbor-Joining (NJ)
method using the Kimura-2-Parameters evolution model. As a result, six species of
Hydropsychidae had associations between adult and larva, five of which were
associated for the first time: Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian,
2010; Leptonema pallidum Gérin, 1834; Leptonema santosi Jardim, Dumas &
Nessimian, 2010; Smicridea (Rhyachophylax) ralphi, Almeida & Flint, 2002;
Macronema aff. immaculatum, Mosely, 1934. The larvae associated successfully were
morphologically described. Among the morphological characters identified, the jaw

shapes appeared as very useful in distinguishing larvae at a specific level.
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Figura 1. Larvas da familia Hydropsychidae e abrigos. A — larvas de Smicridea sp. e

Leptonema sp. em vista lateral; B — abrigo de larva de Macronema (foto de K. A.
Estevdo, 2018); C — abrigo de larva de Leptonema (foto de A. A. Alves, 2017); D —
larva de Macrostemum (foto de K. A. Estevéo, 2018).

Figura 2. Adultos da familia Hydropsychidae e habitat. A - Leptonema sp.; B-
Smicridea sp.; C— Centromacronema sp. (foto de A. A. Alves, 2017); D - ambiente
aquéatico onde os adultos sdo encontrados pousados sobre a vegetacdo e as larvas na
agua (foto de K. A. Estevdo, 2016).

Figura 3. Relacbes entre as cinco subfamilias de Hydropsychidae, com base em
caracteres morfoldgicos e moleculares combinados (modificado de Geraci et al., 2005).
Figura 4. Area do Parque Nacional da Serra dos Orgdos abrangendo parte dos
municipios de Teresopolis, Guapimirim, Mage e Petropolis.

Figura 5. Armadilhas e outras formas de captura usadas para coleta de tricopteros
adultos e larvas. A — malaise; B — pano branco; C — pensilvania; D — rapiché; E — coleta
manual das larvas.

Figura 6. Morfologia geral das larvas de Hydropsychidae. Leptonema sp.: A — larva,
vista lateral; Smicridea sp. — B — cabeca vista dorsal; C — cabeca vista ventral,
Leptonema sp. D — mandibulas.

Figura 7. Morfologia geral das larvas de Hydropsychidae. Leptonema sp.: A — notos
toracicos, vista dorsal; B — perna anterior; C — perna mediana; D — falsa perna anal, vista
dorsal; E — falsa perna anal, vista ventral.

Figura 8. A- A larva é considerada associada se as sequéncias foram idénticas. B- A
larva é considerada associada se estiver aninhada em um mesmo clado que um adulto
identificado em espécie. C- E necessario adicionar amostras de adultos até que os
critérios de associacdo sejam atendidos. GE = grupo-externo.

Figura 9a. Filograma de Neighbor-joining para 97 sequéncias de COIl (587 bp) de
Leptonema, Macronema e Macrostemum, estabelecidas pelo modelo Kimura 2-
Parametros. Valores em porcentagem de suporte de bootstrap maiores que 50% sao
mostrados sobre os clados.

Figura 9. (continuacdo) Filograma de Neighbor-joining para 97 sequéncias de COI
(587 bp) de Smicridea, estabelecidas pelo modelo Kimura 2-Parametros. Valores em

porcentagem de suporte de bootstrap maiores que 50% sdo mostrados sobre os clados.



Figura 10. Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010, larva. A —
habito, vista lateral; B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas,
vista dorsal; E - noto torécico, vista dorsal; F — H pernas torécicas, face externa; | —
branquias, vista lateral; J — falsa perna anal, vista ventral.

Figura 11. Leptonema pallidum Guérin, 1834, larva. A — habito, vista lateral; B —
cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal; E - noto
torécico, vista dorsal; F — H - pernas torécicas, face externa; | — falsa perna anal, vista
ventral.

Figura 12. Estruturas comparadas. llustracbes A e B foram extraidas de Dumas &
Nessimian, 2010. Leptonema tridens: A — mandibula, vista dorsal; B — perna
protoracica, vista lateral; Leptonema santosi: C — mandibula, vista dorsal; D — perna
protorécica, vista lateroventral.

Figura 13. Leptonema santosi, Dumas & Nessimian, 2010, larva. A — habito, vista
lateral; B — cabega, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal;
E - noto toracico, vista dorsal; F — H — pernas toracicas, face externa; | — Falsa perna
anal, vista ventral.

Figura 14. Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Almeida & Flint, 1974, larva. A — habito,
vista lateral; B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista
dorsal; E - noto toracico, vista dorsal; F — H — pernas toracicas, face externa; | — Falsa
perna anal.

Figura 15. Smicridea (Rhyachophylax) froehlichi Almeida & Flint, 1974, larva. A —
habito, vista lateral; B, C — cabeca, vista dorsal; D — cabeca, vista ventral; E —
mandibulas, vista dorsal; E - noto toracico, vista dorsal; F — perna protorécica; G — Falsa
perna anal, vista ventral.

Figura 16. llustracdo comparativa das mandibulas das larvas. A — Smicridea
(Smicridea) sp. 2; B — Smicridea (Smicridea) sp.

Figura 17. Smicridea (Smicridea) sp. 2, larva. A — habito, vista lateral; B — cabeca,
vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal; E - noto toréacico,
vista dorsal; F — falsa perna anal, vista ventral; G — | — pernas toracicas;

Figura 18. Macronema aff. immaculatum Mosely, 1933, larva. A — habito, vista lateral;
B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal. ; E -
noto toréacico, vista dorsal; | — Falsa perna anal;

Figura 19. llustracdo comparativa das larvas. Cabeca, vista dorsal. A — Macronema

pennyi (imagem extraida de Vidovix, 2013). B — Macronema aff. immaculatum.
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Figura 20. Imagem comparativa das Mandibulas. Smicridea froehlichi — A- Presente
trabalho; B — imagem extraida do trabalho Gomes (2016); Macronema, C — Macronema
aff. immaculatum; D — Macronema exophthalmum; E- Macronema fragile; F-

Macronema hageni. (imagens D - F extraidas de Vidovix (2013).
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Ordem Trichoptera

Kirby (1813) estabeleceu a ordem Trichoptera, a qual atualmente representa a
sétima maior ordem de insetos (Holzenthal et al. 2007a) e a mais diversa dentre 0s
grupos estritamente aquéaticos (Nebbois 1991), com 49 familias distribuidas em 616
géneros e aproximadamente 15.500 espécies validas (Morse 2018). Os tricopteros sao
insetos holometabolos com estagios de ovo, larva e pupa habitando exclusivamente o
ambiente de agua-doce, com excecdo da familia Chathamiidae, os quais habitam
ambiente marinho, sendo encontrados na Nova Zelandia e na Australia (Nebbois 1991).

Os tricopteros possivelmente surgiram no Triassico e sdo 0 grupo-irmédo de
Lepidoptera (Morse 1997; Grimaldi & Engel 2005; Resh & Solem 1996), formando
juntos a superordem Amphiesmenoptera, suportada por caracteres morfoldgicos,
moleculares e registros fosseis (Kristensen 1984; Wheeler et al. 2001; Grimaldi &
Engel 2005). Algumas das sinapomorfias de Amphiesmenoptera incluem as cerdas
cobrindo as asas dos adultos, modificadas em escamas nos lepidopteros e a
permeabilidade da parede do abrigo da pupa. Essa ultima em Trichoptera sendo
representada por uma parede semipermeavel, 0 que provavelmente capacitou o ancestral
do grupo a invadir o ambiente aquatico e fez da ordem a primeira entre 0s
holometabolos a apresentar estagio pupal aquatico (Calor 2009).

Os adultos sdo terrestres e sdo encontrados na vegetacdo proximos a cursos
d’agua, o estdgio de vida larval é aquatico (Holzenthal et al. 2007). As larvas
distinguem-se pelo comportamento de construgdo de seus abrigos que podem ser fixos,
com redes de captura de alimento, ou abrigos mdveis que carregam enguanto se
alimentam (Huamantinco & Nessimian 1999).

As larvas possuem cabeca distinta totalmente desenvolvida e esclerosada, com
estemas presentes. As antenas sdao muito curtas, com excecdo no grupo da familia
Leptoceridae em que as antenas sdo relativamente longas (pelo menos 4 a 5 vezes mais
longas que largas) e conspicuas. As larvas possuem pecas bucais bem desenvolvidas
compostas por um labro, um par de mandibulas, um par de maxilas e um labio. Cada
segmento tordcico é diferenciado, especialmente na esclerose das placas dorsais

(Holzenthal et al. 2007). O abdémen € membranoso, podendo ter branquias, e com o
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nono segmento dotado de um par de falsas pernas anais providas de ganchos (Angrisano
1998).

As larvas de Trichoptera sdo componentes importantes da dindmica tréfica e do
fluxo de energia em lagos, rios e riachos (Resh & Rosenberg 1984). Devido a sua
diversidade e por estarem entre 0s macroinvertebrados aquéaticos sensiveis a poluicéo,
eles representam uma ferramenta importante para estudos ecoldgicos, especialmente
como bioindicadores da qualidade da agua (Springer et al. 2010).

As pupas geralmente sdo aquéticas e semelhantes aos adultos, porém possuem
estruturas exclusivas: labro com cerdas rigidas, extremo abdominal com um par de
apéndices com cerdas; mandibulas fortes, pernas com cerdas natatérias, tergitos
abdominais com ganchos dorsais e geralmente possuem branquias abdominais externas
(Angrisano 1998).

Os adultos possuem asas recobertas de cerdas e algumas escamas, geralmente de
coloragdo marrom, verde, cinza, amarelo, bege, entre outros tons escuros. O
comprimento do corpo dos adultos varia entre 1,5-3,0 mm em Hydroptilidae e alguns
Glossosomatidae, chegando até 30-45 mm nas familias Hydropsychidae e
Odontoceridae (Paprocki & Holzenthal 2002). Possuem palpos maxilares e labiais

desenvolvidos, mas algumas espécies podem ter as pecas bucais atrofiadas.

1.2. Filogenia de Trichoptera

Diversos trabalhos tém sido publicados acerca da filogenia de Trichoptera (Ross
1964; Weaver & Morse 1986; Wiggins & Wichard 1989; lvanov 2002; Morse 1997;
Kjer et al. 2001, 2002, 2016; Holzenthal et. al. 2007). Tais trabalhos se basearam em
diferentes fontes, tais como caracteres morfoldgicos, moleculares e caracteristicas
comportamentais dos adultos, larvas e pupas.

Os tricopteros estdo divididos em trés subordens: Annulipalpia, Spicipalpia e
Integripalpia. Uma quarta subordem, Permotrichoptera (Eskov & Sukatcheva 1997),
pouco citadas nos trabalhos recentes, € composta exclusivamente por taxons fosseis do
Permiano e com posicionamento bastante controverso, as vezes considerados
representantes basais de Amphiesmenoptera e de outros grupos mais distantes
filogeneticamente (Morse 1997).

As larvas da subordem Annulipalpia, geralmente sdo encontradas em substratos

rochosos, arenoso ou em bancos de folhico. Elas utilizam a seda (produzida por todos os
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membros de Amphiesmenoptera) na constru¢do de um abrigo fixo, que possui uma rede
para captura de material em suspensdo da correnteza, usado em sua alimentagcdo. Em
Integripalpia, as larvas constroem casas tubulares portateis, que podem ser feitas
inteiramente de seda, ou com grdos de areia, pedacos de folhas ou gravetos
incorporados. J4 em Spicipalpia, as larvas apresentam habitos diversos, podendo ser de
vida livre ou construtoras de abrigos em forma de clpula ou de bolsa.

Nos trabalhos mais recentes, por exemplo Holzenthal e colaboradores (2007),
com base em caracteres morfolégicos e moleculares, enquanto Annulipalpia e
Integripalpia formaram grupos monofiléticos, Spicipalpia foi recuperado como

parafilético em relagdo a Annulipalpia.

1.3 Familia Hydropsychidae

A familia Hydropsychidae foi estabelecida por Curtis (1835) e é uma das
maiores familias de Trichoptera e a mais diversa entre os Annulipalpia, com mais de
1.800 espécies descritas (Holzenthal et al. 2011). S&o encontrados em todos 0s
dominios biogeogréaficos do mundo, sendo mais diversificada nas regifes de clima
temperado e tropical (Marinoni & Almeida, 2000).

As larvas de Hydropsychidae sdo caracterizadas por apresentar os trés notos
toracicos esclerosados, podem ter branquias no meso- e metatorax ventrais e no
abdémen e possuem dois escleritos no segmento abdominal IX. Elas constroem abrigos
fixos, com uma rede de seda para captura de alimento (fig. 1). Elas vivem em habitats
de aguas correntes e algumas espécies se fixam em rochas ao longo das margens de
lagos (Wiggins, 1996).

Os adultos de Hydropsychidae (fig. 2) sdo caracterizados por ndo apresentarem
ocelos, palpos maxilares com o quinto articulo fino e alongado (exceto em Leptonema
Guérin, 1843, ndo muito longo, e Synoestropsis Ulmer, 1905, reduzido). O mesoescuto
e mesoescutelo podem apresentar manchas, cerdas e/ou escamas coloridas, sem
verrugas ou tubérculos. A coloracdo das asas € muito variavel entre os géneros, podendo

ser importante para auxiliar na identificacdo das espécies (Pes et al. 2014).
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Figura 1. Larvas da familia Hydropsychidae e abrigos. A — larvas de Smicridea sp. e
Leptonema sp. em vista lateral; B — abrigo de larva de Macronema (foto de K. A.
Estevdo, 2018); C — abrigo de larva de Leptonema (foto de A. A. Alves, 2017); D —

larva de Macrostemum (foto de K. A. Estevéo, 2018).

Os Hydropsychidae sao divididos em cinco subfamilias, de acordo com Schefter
(1996):  Arctopsychinae, Diplectroninae,  Hydropsychinae, Smicrideinae e
Macronematinae. As relacbes filogenéticas entre as cinco subfamilias de
Hydropsychidae foram estudadas por Geraci et al. (2005) com dados moleculares

combinados com os dados morfoldgicos (Fig. 3).
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Figura 2. Adultos da familia Hydropsychidae e habitat. A - Leptonema sp.; B-
Smicridea sp.; C— Centromacronema sp. (foto de A. A. Alves, 2017); D - ambiente
aquatico onde os adultos sdo encontrados pousados sobre a vegetacdo e as larvas na
agua (foto de K. A. Estevdo, 2016).

Das cinco subfamilias, apenas duas ocorrem na América do Sul:
Macronematinae e Smicrideinae. A primeira é amplamente distribuida, sendo
especialmente abundante e diversa nas regides tropicais e composta por 17 géneros, que
se dividem em duas tribos: Polymorphanisini, com apenas trés géneros, e
Macronematini, com 14 géneros (Geraci et al. 2010). J& Smicrideinae foi a Ultima
subfamilia a ser estabelecida, tendo sido proposta por Schefter (1996) para incluir trés
géneros até entdo posicionados em Hydropsychinae: Asmicridea Mosely, Smicrophylax
Neboiss — ambos restritos a Regido Australiana — e Smicridea McLachlan, com mais de

110 espécies de distribuicdo Neotropical.
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Figura 3. Relacbes entre as cinco subfamilias de Hydropsychidae, com base em

caracteres morfolégicos e moleculares combinados (modificado de Geraci et al. 2005).
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1.4. Métodos de associa¢do entre imaturos e adultos

A taxonomia de Trichoptera é, de forma geral, baseada no adulto macho, a
identificacdo dos imaturos em nivel de espécie depende da associacdo desses estagios
aos adultos corretamente identificados. Por outro lado, a identificacdo de larvas de
Trichoptera em nivel especifico gera dados mais acurados em trabalhos de ecologia ou
naqueles em que os tricopteros sdo usados como bioindicadores. Nesse sentido, o
presente trabalho pretende contribuir para o conhecimento taxondémico dos imaturos,
com especial ateng&o a regido que inclui o Parque Nacional da Serra dos Orgaos.

Tradicionalmente, a associacdo entre larvas e adultos de Trichoptera é baseada
no método do metamorfétipo, isto é, no estudo da exuvia de larva e seus escleritos apos
a emergéncia do adulto (Wiggins 1996). Esse método pode ser feito por meio da criagcdo
das larvas, ou seja, recriando artificialmente um ambiente em laboratério, usando um
aquario com auxilio de uma bomba de ar. Isso proporciona dados mais refinados e
importantes das larvas, como o comportamento e o tempo de duragdo de cada instar
(Vidovix 2013). Pode ser feito também por meio da coleta de adultos farados, ou seja,
adultos formados, mas ainda dentro do exoesqueleto da pupa, uma tarefa dificil, que
muitas vezes depende da sorte de se encontrar um individuo nesse estagio. Em ambos 0s
casos, a descricdo € indireta, feita com base nos outros espécimes que apresentam as
mesmas caracteristicas morfologicas encontradas na exuvia e seus escleritos.

Um método mais recente e cada vez mais comum, € a comparagédo de sequéncias
de DNA entre adultos identificados em espécie e imaturos. No presente trabalho a
associacdo das larvas aos adultos, foi usado essa metodologia molecular como uma
ferramenta réapida e eficaz, por meio da comparacdo das sequéncias do gene da
citocromo oxidase | (COI) do DNA mitocondrial, popularmente conhecido como DNA
barcode. Diversos trabalhos de filogenia em insetos tém sido publicados usando esse
marcador, incluindo estudos sobre a ordem Trichoptera (Kjer et al. 2001; Kjer et al.
2002). Vérios trabalhos também foram publicados usando esse gene para obter
associacdes e/ou delimitacdo de espécies da ordem Trichoptera (p. ex.: Geraci et al.
2011; Ruiter et al. 2013; Santos et al. 2016).
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2. Objetivos

Objetivo Geral
e Contribuir para o conhecimento da taxonomia e morfologia das larvas de

Hydropsychidae neotropicais.

Objetivos especificos

e Associar larvas a adultos da familia Hydropsychidae (Insecta:
Trichoptera) ocorrentes no Parque Nacional da Serra dos Orgéos
(PARNASO), Rio de Janeiro, Brasil, usando sequéncias do gene
mitocondrial codificante da citocromo oxidase I (COl);

e Descrever as larvas de Hydropsychidae que forem associadas, a partir da
comparacdo do marcador molecular a adultos identificados em nivel
especifico;

e Criar uma base de dados com sequéncias de DNA das espécies de
Hydropsychidae do PARNASO que facilite identificacdes futuras de

imaturos dessa familia coletados no Parque;
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3. Material e métodos

3.1. Area de Estudo

O Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO), area de estudo do
presente trabalho, é composto por uma extensa area de 20 mil hectares que abrange
quatro municipios com trés sedes principais: Teresopolis, Petropolis e Guapimirim (Fig.
4). A érea do parque estende-se desde 200 metros até 2.263 metros de altitude, sendo
que as cotas mais elevadas predominam na parte central do parque, a area mais alta de
toda a Serra do Mar. O Parque Nacional da Serra dos Orgdos protege uma das mais
importantes areas da Mata Atlantica, um dos cinco hotspots de biodiversidade mais
ameacados do planeta (Myers, 2000). Este bioma é impactado pela presenca do homem
desde o inicio da colonizagdo do Brasil pelos europeus ou até antes disso (Dean, 1996).
O parque protege duas importantes bacias hidrograficas fluminenses, a do Rio Paraiba
do Sul e a da Baia de Guanabara, as quais sdo importantes no abastecimento de dgua das
cidades vizinhas ao parque, preservando seu ecossistema natural.

Sua vegetacdo, bem conservada, pode ser classificada como floresta ombrofila
densa (Veloso et al. 1991) ou floresta tropical pluvial atlantica (Rizzini, 1979) e € rica
em palmeiras, cipos, epifitas e arvores de elevado tamanho. O clima é superumido, com
pouco ou nenhum déficit hidrico, com calor bem distribuido o ano todo (FIDERJ 1978).
Devido a variedade de ambientes e a preservacdo dos mesmos, 0s coOrregos, riachos e
rios do parque constituem um ambiente propicio para ocorréncia de uma alta

diversidade de insetos aquaticos, sendo assim uma excelente area de estudo.

3.2. Obtencao do material

Foram realizadas quatro campanhas para coletas no Parque Nacional Serra dos
Orgaos, nas sedes Teresopolis Guapimirim e Petropolis nos periodos de janeiro a maio
de 2016 e janeiro de 2017, totalizando 22 pontos de coleta. Para coletar os adultos
foram usadas armadilhas luminosas do tipo Pensilvania e de pano branco e armadilha de
interceptacdo de voo do tipo malaise (Fig. 6). Os adultos foram coletados diretamente
em alcool etilico 96% ou em frascos morteiros com acetato de etila para conservacao
dos espécimes secos e alfinetados. As larvas foram coletadas manualmente (Fig. 6) com
auxilio de rede entomoldgica aquatica (rapiché) em trés substratos dos rios e riachos:

pedra, folhico retido em trechos de correnteza e raizes. Para isso, uma amostra do
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substrato foi coletada com o rapiché, sendo o material triado em campo para a retirada
das larvas encontradas. Os exemplares imaturos foram fixados em &lcool etilico 96%
para melhor preservacdo do material genético. Todo o material examinado encontra-se
depositado na Colecdo Entomoldgica Professor José Alfredo Pinheiro Dutra,
Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (DZRJ).

g

R [ass] o
{4s5] —  Teres6polis

Guapimirim

[11¢]

)

@) Magé

Figura 4. Area do Parque Nacional da Serra dos Orgdos abrangendo parte dos

municipios de Teresopolis, Guapimirim, Magé e Petropolis.

3.3. ldentificacéo

Foram estudados 293 individuos adultos e 272 larvas (Tabela 1). Os adultos
machos foram identificados em nivel de espécie com base nos trabalhos contendo as
descricBes originais. Para a identificacdo dos adultos em espécie foram utilizados
machos dos quais foi destacado o abdémen e clarificado em acido latico, durante pelo
menos 15 minutos em banho-maria, ajudando também na expansdo de partes
membranosas da genitalia. As larvas foram inicialmente identificadas em género com o
auxilio de chaves de identificacdo (Angrisano, 1995; Pes et al. 2014) e entdo

morfotipadas com base em caracteristicas morfoldgicas como aquelas descritas por
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Wiggins (1996) e Pes e colaboradores (2005). Onze morfotipos de larvas foram
identificados e onze espécies com base nos adultos, representando 0s géneros:
Centromacronema Ulmer, 1905, Leptonema Guérin, 1843, Macronema Pictet, 1836,
Macrostemum Kolenati, 1859 e Smicridea McLachlan, 1871.

fi Tyt R N By ;

Figura 5. Armadilhas e outras formas de captura usadas para coleta de tricopteros
adultos e larvas. A — malaise; B — pano branco; C — pensilvania; D — rapiché; E — coleta

manual das larvas.

3.4. Descricdo e ilustracdo

As larvas que foram associadas com sucesso a adultos identificados em nivel
especifico foram descritas morfologicamente em detalhe. Além das descri¢des, sdo
fornecidas fotografias do aspecto geral da larva e de estruturas morfologicas essenciais
para a identificacdo especifica. As fotografias foram obtidas sob estereomicroscopio
Leica M205C, com camera fotogréfica acoplada. Cada fotografia é resultado de uma
combinacdo de fotografias em diferentes niveis de foco obtidas com auxilio de

programa de montagem LAS V4.6.
23




3.5. Morfologia Geral de Hydropsychidae

As larvas de Hydropsychidae em geral apresentam na cabeca coloracdo e padrdes de
manchas variando do marrom escuro para 0 amarelo, marcas de inser¢fes musculares
podem ser encontradas e cerdas curtas. Em sua vista dorsal s&@o encontradas as
seguintes estruturas: Carena dorsal ausente em hydropsychidae, com excessdo de
Macrostemum que esta presente; Labro semicircular, com escovas de cerdas pectinadas,
de coloragéo variando do marrom claro ou escuro; Sutura frontoclipeal em forma de V,
com margem retilinea, cdncava ou convexa, crenulada ou ndo, com projecdes
arredondadas; Sutura coronal em linha reta vertical; Mandibulas irregulares, na
mandibulas direita e esquerda com dente apicodorsal, dentes apicais e dente molar, na
mandibula direita com escova de cerdas e na mandibula esquerda pode ter uma escova
de cerdas curtas entre o dente apicodorsal e o 1 dente apical; escleritos gular ventral
dividido. Na regido ventral apresentam uma placa esclerosada chamada de submento, co
formato trapezoide esclerito gular anterior, triangular e esclerito posterior muita das
vezes triangular ou em forma de losango, diminuto; Gena com sulcos estridulatorios na
maioria transversais, distintos, bem marcados ou levemente marcados, finos ou grossos,
da regido anterior a posterior da gena ou até a regido mediana; Com ou sem insercdes
musculares,.

Torax. Dorsal. Apresenta notos toracicos esclerosados; pro, meso e metanoto cobertos
por cerdas curtas e finas. Pronoto dividido por linha ecdisial longitudinal, meso e
metanoto inteiros, podem apresentar inserces musculares; Ventral. Branquias no
prosterno geralmente ausentes, mesosterno e metasterno com 1 par de branquias.
Lateral. Pernas toracicas com variacdo de coloracdo do marrom escuras ao amarelo
claro, similares no tamanho; perna anterior € mais curta que as pernas medianas e
posteriores; podem conter fileira de cerdas, curtas ou longas e finas ou grossas na regido
dorsal e ventral da coxa e do fémur; tarso com distinta cerda escura, longa e grossa na
regido apicodorsal; trocantim ndo forquilhado, c6nico ou triangular pontiagudo.
Abddmen. Composto de X segmentos, coberto por cerdas curtas e podem ser em forma
de escamas, no caso de Smicridea; Ventral. Apresenta branquias ventrais na maioria
dos géneros, mas podem apresentar branquias ventrolaterais ou até mesmo branquias
laterais e quanto ao nimero e disposi¢do pode variar em cada género. Em sua maioria

apresentam 2 pares nos segmentos I-VI; branquias ventrolaterais com 1 par nos
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segmentos 1V e VIII; Esterno VIII podem apresentar um ou dois escleritos
subtriangulares ou até mesmo nenhum, com cerdas curtas. Esterno IX com dois
escleritos subtriangulares mais longos ou curtos que a largura de sua margem posterior,
com cerdas curtas, escleritos laterais podem estar presentes ou ausentes, pequeno e
pouco esclerosado. Segmento X com papilas anais dorsais membranosas, que podem
estar retraidas. Par de falsas pernas anais com garra simples e tufo de muitas cerdas
longas ou curtas dorsais.

As principais estruturas utilizadas para descri¢cdes das larvas que foram associadas sao
apresentadas nas Figuras 9 e 10.
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Figura 6. Morfologia geral das larvas de Hydropsychidae. Leptonema sp.: A — larva,
vista lateral; Smicridea sp. — B — cabeca vista dorsal; C — cabeca vista ventral,

Leptonema sp. D — mandibulas.
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Figura 7. Morfologia geral das larvas de Hydropsychidae. Leptonema sp.: A — notos
toracicos, vista dorsal; B — perna anterior; C — perna mediana; D — Extremidade
posterior do abdome e falsas pernas anais, vista dorsal; E — Extremidade posterior do

abdome e falsas pernas anais, vista ventral.
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Tabela 1. Lista das espécies e morfotipos de Hydropsychidae coletados e estudados, com sua localizacdo, coordenadas e abundancia nos pontos

coletados.
Estagio N° de
Ponto Espécie/ Morfotipo de Vida Localizacdo, Brazil, Rio de Janeiro Coordenadas individuos
GUAPI 01 Macronema sp. Larva Guapimirim, Represa final do parque S22°29°45,5” W42°59°49,7” 347m 2
GUAPI 01 Smicridae sp. 3 Larva Guapimirim, Represa final do parque S22°29°45,5” W42°59°49,7” 347m 1
GUAPI 01 Smicridae sp.4 Larva Guapimirim, Represa final do parque S22°29°45,5” W42°59°49,7” 347m 1
GUAPI 01 Smicridea sp. Larva Guapimirim, Represa final do parque S22°29°45,5” W42°59°49,7” 347m 1
GUAPI 02 Leptonema sp. Adulto Guapimirim, Afl Rio Soberbo, Ruinas S22°29°43,5” W42°59°51,1” 365m 2
GUAPI 02 Leptonema sp. 1 Larva Guapimirim, Afl Rio Soberbo, Ruinas S22°29°43,5” W42°59°51,1” 365m 3
GUAPI 02 Leptonema sp. 2 Larva Guapimirim, Afl Rio Soberbo, Ruinas S22°29°43,5” W42°59°51,1” 365m 1
GUAPI 02 Smicridae sp. 2 Larva Guapimirim, Afl Rio Soberbo, Ruinas S22°29°43,5” W42°59°51,1” 365m 5
GUAPI 02 Smicridae (Rhyachophylax) froehlichi  Adulto Guapimirim, Afl Rio Soberbo, Ruinas S22°29°43,5” W42°59°51,1” 365m 1
GUAPI 03 Leptonema sp. Adulto Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 1
GUAPI 03 Smicridae sp. 1 Larva Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 24
GUAPI 03 Smicridae sp. 2 Larva Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 2
GUAPI 03 Smicridae sp. 3 Larva Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 7
GUAPI 03 Smicridae sp.4 Larva Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 1
GUAPI 03 Smicridae sp. 5 Larva Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 1
GUAPI 03 Smicridae (Rhyachophylax) froehlichi  Adulto Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 7
GUAPI 03 Smicridea sp. Adulto Guapimirim, Rio Soberbo, prox. Capela S22°29°38,9” W42°59°49,5” 367m 1
GUAPI 04 Leptonema sp. 3 Larva Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m 1
GUAPI 04 Leptonema sp. 1 Larva Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m 1
GUAPI 04 Macrostemum sp. Larva Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m 3
GUAPI 04 Macrostemum sp. Larva Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m 1
GUAPI 04 Smicridae sp. 1 Larva Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m 11
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GUAPI 04
GUAPI 04
GUAPI 04
GUAPI 04
GUAPI 04
GUAPI 05
GUAPI 05
GUAPI 05
GUAPI 05
GUAPI 05
GUAPI 05
GUAPI 06
GUAPI 06
GUAPI 06
ML 01
ML 01
PETRO 01
PETRO 01
PETRO 01
PETRO 01
PETRO 01
PETRO 04
TELIS 02
TELIS 02
TELIS 02
TELIS 02

Smicridae (Rhyachophylax) froehlichi
Smicridae (Smicridae) albosignata
Smicridae (Rhyachophylax) jundiai
Smicridea sp.

Macrostemum digramma
Centromacronema sp.

Smicridae sp. 1

Smicridae sp. 2

Smicridae sp. 3

Smicridae sp. 3

Smicridae sp. 5

Macrostemum sp.

Smicridae sp. 1

Smicridae sp. 2

Smicridea sp.

Macrostemum brasilienses
Smicridae (Rhyachophylax) froehlichi
Smicridae (Smicridae) palifera
Smicridae (Smicridae) albosignata
Smicridea sp.

Macronema aff. immaculatum
Smicridea sp.

Leptonema sp. 2

Smicridae sp. 1

Smicridae sp. 2

Smicridae (Smicridae) palifera

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Larva
Larva
Larva
Adulto

Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada
Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada
Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada
Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada
Guapimirim, Afl. Rio Soberbo, estrada
Guapimirim, Poco a preguica
Guapimirim, Poco a preguica
Guapimirim, Poco a preguica
Guapimirim, Poco a preguica
Guapimirim, Pogo a preguica
Guapimirim, Poco a preguica
Guapimirim, Ponto acima a capela
Guapimirim, Ponto acima a capela
Guapimirim, Ponto acima a capela
Teresopolis, Rio Paquequer 22 ordem
Teresopolis, Rio Paquequer 22 ordem
Petropolis, Pousada Vila Acu
Petropolis, Pousada Vila Acu
Petropolis, Pousada Vila Acu
Petropolis, Pousada Vila Acu
Petrdpolis, Pousada Vila Agu
Petropolis, afl. Rio Bonfim, acima ponto 3
Teresopolis,Rio Paguequer, Cach. do Coreto
Teresopolis,Rio Paguequer, Cach. do Coreto
Teresopolis,Rio Paguequer, Cach. do Coreto
Teresopolis,Rio Paguequer, Cach. do Coreto

S22°29°39,7”° W42°59°58,9” 370m
S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m
S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m
S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m
S22°29°39,7” W42°59°58,9” 370m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m
S22°29°37,3” W42°59°54,4” 364m
S22°29°37,3” W42°59°54,4” 364m
S22°29°37,3” W42°59°54,4” 364m
S22°27'26,2" W43°01'24"
S22°27'26,2" W43°01'24"
S22°27°43” W43°05°44” 1007m
S22°27°43” W43°05°44” 1007m
S22°27°43” W43°05°44” 1007m
S22°27°43” W43°05°44” 1007m
S22°27°43” W43°05°44” 1007m
S22°28°21” W43°05°06” 1166m
S22°26°52,60”°W42°59°4,90” 950m
S22°26°52,60”°W42°59°4,90” 950m
S22°26°52,60”W42°59°4,90” 950m
S22°26°52,60”°W42°59°4,90” 950m
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TELIS 02
TELIS 03
TELIS 03
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 04
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 05
TELIS 06

Smicridea sp.

Smicridae (Smicridae) palifera
Smicridea sp.
Centromacronema sp.
Leptonema sp.

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 3

Macronema aff. immaculatum
Macronema sp.
Macrostemum sp.
Macrostemum sp.

Smicridae (Smicridae) albosignata
Smicridae sp. 2

Smicridea sp.

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Macronema aff. immaculatum
Macronema aff. partitum
Macronema sp.
Macrostemum brasilienses
Macrostemum sp.

Smicridae sp. 1

Leptonema sp. 1

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Adulto
Larva
Larva
Larva
Adulto
Larva
Adulto
Larva
Larva
Adulto
Adulto
Larva
Adulto
Larva
Larva
Larva

Teresopolis,Rio Paquequer, Cach. do Coreto
Teresopolis,Rio Paquequer, Cach. do Coreto
Teresopolis,Rio Paquequer, Cach. do Coreto

Teresopolis, Rio Paguequer, ponte
Teresopolis, Rio Paguequer, ponte
Teresopolis, Rio Paguequer, ponte
Teresopolis, Rio Pagquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paguequer, ponte
Teresopolis, Rio Pagquequer, ponte
Teresopolis, Rio Pagquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paquequer, ponte
Teresépolis, Rio Pagquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paquequer, ponte
Teresopolis, Rio Paguequer, ponte

Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.
Teresopolis, Afl.

Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada
Rio Paquequer, estrada

Teresopolis, Rio Pagquequer 22 ordem

S22°26°52,60"W42°59°4,90” 950m
S22°26°52,60”°W42°59°4,90” 950m
S22°26°52,60”°W42°59°4,90” 950m
S22°27°22,80”W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80”W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80°W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80°W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80°W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80°W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80°W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80"W42°39°48,60" 1135m
S22°27°22,80”W42°39°48,60" 1135m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S522°27°18,76”W42°59°56,90” 1142m
S22°27°25,90” W43°1°24,1” 2049m
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TELIS 07
TELIS 07
TELIS 07
TELIS 08
TELIS 08
TELIS 08
TELIS 08
TELIS 09
TELIS 09
TELIS 09
TELIS 09
TELIS 09
TELIS 10
TELIS 10
TELIS 10
TELIS 10
TELIS 10
TELIS 10
TELIS 11
TELIS 11
TELIS 11

Leptonema sp. 1
Macrostemum sp.

Smicridea sp.

Macronema sp.

Macronema sp.

Smicridae sp. 1

Smicridae sp. 6

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Smicridae (Smicridae) albosignata
Smicridae sp. 1

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 2

Leptonema sp. 3
Macrostemum sp.
Macrostemum sp.

Smicridae sp. 1

Smicridae (Smicridae) palifera
Smicridae (Smicridae) albosignata
Smicridea sp.

Larva
Larva
Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Adulto
Adulto
Adulto

Teresopolis, Cach. do Papel
Teresopolis, Cach. do Papel
Teresopolis, Cach. do Papel
Teresopois Cach. Véu da Noiva, trilha do Sino
Teresépois Cach. Véu da Noiva, trilha do Sino
Teresépois Cach. Véu da Noiva, trilha do Sino
Teresépois Cach. Véu da Noiva, trilha do Sino
Teresopolis, Ponte na trilha do Sino
Teresépolis, Ponte na trilha do Sino
Teresépolis, Ponte na trilha do Sino
Teresépolis, Ponte na trilha do Sino
Teresépolis, Ponte na trilha do Sino
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Rio Beija flor acima da represa
Teresopolis, Alojamento do Parque
Teresopolis, Alojamento do Parque
Teresopolis, Alojamento do Parque

S22°27°8,50” W43°0°54,80” 1682m
S22°27°8,50” W43°0°54,80” 1682m
S22°27°8,50” W43°0°54,80” 1682m
S22°26°54,40” W43°0°48,3” 1583m
S22°26°54,40” W43°0°48,3” 1583m
S22°26°54,40” W43°0°48,3” 1583m
S22°26°54,40” W43°0°48,3” 1583m
S22°26°53,8 W43°0°27,4” 1332m
S22°26°53,8 W43°0°27,4” 1332m
S22°26°53,8 W43°0°27,4” 1332m
S22°26°53,8 W43°0°27,4” 1332m
S22°26°53,8 W43°0°27,4” 1332m
S22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
S22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
S22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
$22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
S22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
S22°26°50,90” W43°0°19,40" 1280m
S22°26°57,6 W42°59°8,7” 937m
S22°26°57,6 W42°59°8,7” 937m
S22°26°57,6 W42°59°8,7” 937m
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3.6. Extracédo de DNA

Para a obtencdo das sequéncias do DNA mitocondrial do gene COl, foi utilizada
uma perna do individuo, sem maceracdo, usando o Kit de extracdo DNeasy tissue Kit
(Qiagen) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O restante do corpo,
juntamente com o restante da perna usada na reacdo de extracdo, foi depositado em
colecdo entomoldgica como testemunho. Cinco individuos de cada morfétipo de larva e
cinco exemplares adultos de cada espécie, quando possivel, foram selecionados para as
reacdes de extracdo de DNA. No total, foram realizadas 86 reacfes de extracao.

3.7. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Nas reacOes de PCR, foram utilizados os primers LCO-1490 e HCO-2198
(Folmer et al. 1994) e C1-J-1718 (Simon et al. 1994) (Tabela 2), para amplificacdo do
fragmento do gene citocromo oxidase subunidade 1 (COI) das espécies de
Hydropsychidae.

Cada reagéo foi realizada em 25 pL totais, incluindo 13 pL de H20O, 5 pL de
Green Buffer, 3,5 uL de MgCl2, 0,5 pL de solugdo de dNTP a 10 umol/mL, 0,1 pL de
tag DNA Polimerase e 1 uL de DNA modelo. As reacfes foram entdo colocadas em

termociclador Applied Biosystems® seguindo o programa apresentado na Tabela 3.

Tabela 2: Iniciadores utilizados no presente estudo para amplificacdo do fragmento do
gene COI

Cadigo Sentido Primers Referéncia

LCO 1490  direto 5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al. 1994
HCO 2198 reverso 5’TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Y Folmer et al. 1994
C1-J-1718 direto 5> GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 3’ Simon et al. 1994

Para avaliar o sucesso e a qualidade do material amplificado, os produtos de PCR
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, o qual foi corado com GelRed™. O
gel foi entdo observado e fotografado em transiluminador com luz ultravioleta (UV).
Em caso positivo de amplificacdo, o produto de PCR foi enviado para purificacédo e

sequenciamento pela empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul).
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Tabela 3: Programa usado nas reagdes de PCR para amplificacdo de fragmento do gene
COl das espécies de Hydropsychidae.

Programa 1
N° de ciclos Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturacéo inicial 95°C 2 minutos
) Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Anelamento 45°C 1,5 minuto

Extensdo 72°C 1 minuto
35 Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Anelamento 57°C 1,5 minuto

Extensdo 72°C 1 minuto

Extenséo Final 72°C 3 minutos

As fitas direta e reversa das sequéncias resultantes foram conferidas, editadas e
usadas para construir uma fita consenso usando o programa Sequencher 4.1.4. Cada
sequéncia consenso foi submetida a uma pesquisa comparativa de similaridade no
GenBank utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para
conferir se ndo houve contaminacdo e se as sequéncias correspondem ao gene e taxon
de interesse. Sequéncias adicionais disponiveis no Genbank, bem como sequéncias
geradas em trabalhos prévios no Laboratério de Entomologia (UFRJ), também foram
incorporadas nas analises para realizar as associacdes, especialmente sequéncias geradas
em Jardim (2015). O alinhamento das sequéncias foi feito com auxilio do programa
Clustal W no programa MEGAG6 (Tamura et al. 2011), o qual também foi usado para
calcular as distancias genéticas das sequéncias, com o0 modelo Kimura-2-parametros
(K2P) e para gerar uma arvore de Neighbohr-Joining. O alinhamento total incluiu um
total de 97 sequéncias (Tabela 5) com 587 pares de base. O suporte de ramos foi

avaliado usando o método do bootstrap em 1000 réplicas.
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Tabela 4. Espécies com sequéncias do gene COI incluidas no alinhamento com

respectivas informagfes taxondmicas e de procedéncia. O cddigo de voucher se refere

ao cadigo de referéncia do espécime testemunho com sequéncia obtida em laboratorio.

Espécie/ Morfotipo

Leptonema agraphum
Leptonema amplifurcatum
Leptonema bifurcatodes
Leptonema bifurcatodes
Leptonema bifurcatum
Leptonema ferelunatum
Leptonema ferelunatum
Leptonema pallidum
Leptonema pallidum
Leptonema pallidum
Leptonema pallidum
Leptonema santosi
Leptonema santosi
Leptonema serratum
Leptonema stigmaticum
Leptonema tridens
Leptonema tridens
Leptonema tridens
Leptonema trispicatum
Leptonema trispicatum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema viridianum
Leptonema sp. 1
Leptonema sp 1
Leptonema sp. 1
Leptonema sp. 1
Leptonema sp. 2
Leptonema sp. 2
Leptonema sp. 3
Macronema aff. immaculatum

Macronema aff. partitum
Macronema sp.
Macronema sp.
Macrostemum sp.
Macrostemum sp.
Macrostemum sp.
Macrostemum digramma

Estagio
de vida
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Adulto

Adulto
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva
Larva

Origem da
sequéncia
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
GenBank
JARDIM 2015
JARDIM 2015
GenBank
GenBank
JARDIM 2015
Genbank
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
GenBank
GenBank
JARDIM 2015
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
JARDIM 2015
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho

Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho

Cddigo de Localidade

voucher

ENT214
ENT300
ENT301
ENT377
KX142541
ENT213
ENT1899
KX142237
KX143219
ENT1893
KX103282
ENT215
ENT307
ENT259
ENT1079
KX141842
KX144684
ENT309
KX143075
KX143258
KX142982
KX144409
ENT437
ENT439
ENT440
ENT441
ENT438
ENT3620
ENT3621
ENT3622
ENT3641
ENT3623
ENT3975
ENT3976
ENT3989

ENT4015
ENT3630
ENT3631
ENT3617
ENT3618
ENT3619
ENT3990

Séo Paulo

RJ, Angra dos Reis
RJ, Itatiaia

RJ, Itatiaia

MG, PN Caparad
RJ, Teresopolis
RJ, Petropolis

SP, Altinopolis
RJ, Macaé

RJ, Itatiaia

MG, Serra do Cipo
RJ, Petropolis

RJ, Petropolis

RJ, Nova Friburgo
RJ, Nova Friburgo
RJ, Itatiaia

Séo Paulo

Séo Paulo

Séo Paulo

Parana

Minas Gerais
Minas Gerais

RJ, Casimiro de Abreu
RJ, Angra dos Reis
RJ, Macaé

RJ, S&o Fidélis
RJ, Mendes

RJ, Guapimirim
RJ, Teresopolis
RJ, Teresopolis
RJ, Guapimirim
RJ, Teresopolis
RJ, Teresopolis
RJ, Teresopolis
RJ, Petropolis

RJ, Guapimirim
RJ, Teresopolis
RJ, Teresopolis
RJ, Guapimirim
RJ, Guapimirim
RJ, Guapimirim
RJ, Guapimirim
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Macrostemum digramma Larva  Presente trabalho ENT3987 RJ, Teresopolis
Macrostemum brasilienses Larva  Presente trabalho ENT3984 RJ, Teresopolis
Macrostemum erichson Adulto  GenBank KX294870 AM, Manaus
Macrostemum hyalinum Adulto  GenBank KX294504  Venezuela
Macrostemum hyalinum Adulto  GenBank KX295260 Rondobnia
Macrostemum hyalinum Adulto  GenBank KX295343  Rondobnia
Macrostemum ulmeri Adulto  GenBank KX143228  Venezuela
Smicridea (Rhyachophylax) coronate Adulto  GenBank KX106703 MG, Serra do Cipd
Smicridea (Rhyachophylax) coronate Adulto  GenBank KX104079  Séo Paulo
Smicridea (Rhyachophylax) discalis Adulto  GenBank KX105834  Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) discalis Adulto  GenBank KX107132  Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) froelhichi Adulto  GenBank ENT3772 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) froehlichi Adulto  GenBank ENT3773 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) sp. 3 Larva  Presente trabalho ENT3794 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) sp. 3 Larva  Presente trabalho ENT3795 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) sp. 3 Larva  Presente trabalho ENT3801 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) sp. 3 Larva  Presente trabalho ENT3803 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) iguazu Adulto  GenBank KX107272  Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) iguazu Adulto  GenBank KX107618 RJ, Macaé
Smicridea (Rhyachophylax) jundiai Adulto  GenBank KX107063  Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) jundiai Adulto  GenBank KX103398  Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) jundiai Adulto  GenBank KX142681  Séo Paulo
Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Adulto  GenBank KX144435 RJ, Cach. de Macacu
Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Adulto  GenBank KX142093 RJ, Cach. de Macacu
Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Adulto  GenBank KX144016 RJ, Macaé
Smicridea (Rhyachophylax) sp. 5 Larva  Presente trabalho ENT3799 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) sp.5 Larva  Presente trabalho ENT3800 RJ, Guapimirim
Smicridea (Rhyachophylax) spinulosa Adulto  GenBank KX143053  Sé&o Paulo
Smicridea (Rhyachophylax) spinulosa Adulto  GenBank KX105978 Parana

Smicridea (Rhyachophylax) spinulosa Adulto  GenBank KX142834  Parana

Smicridea (Rhyachophylax) unguiculata Adulto  GenBank KX142992  SP, Altinépolis
Smicridea (Rhyachophylax) vermiculata Adulto  GenBank HMO065502 Minas Gerais
Smicridea (Rhyachophylax) vermiculata Adulto  GenBank HMO065501 MG, Serra do Cipd
Smicridea (Rhyachophylax) vermiculata Adulto  GenBank HMO065503  Minas Gerais
Smicridea (Smicridea) albosignata Adulto  GenBank HMO065052 MG, Serra do Cipd
Smicridea (Smicridea) albosignata Adulto  GenBank HMO065054 MG, Serra do Cipd
Smicridea (Smicridea) palifera Adulto  GenBank HMO065391 Venezuela
Smicridea (Smicridea) palifera Adulto  GenBank KX106454  Venezuela
Smicridea (Smicridea) palifera Adulto  GenBank HMO065392 RJ, Cach. de Macacu
Smicridea (Smicridea) palifera Adulto  GenBank ENT3774 RJ, Teresopolis
Smicridea (Smicridea) paranensis Adulto  GenBank HMO065395 Minas Gerais
Smicridea (Smicridea) paranensis Adulto  GenBank KX142436  Argentina
Smicridea (Smicridea) sp. 1 Larva  Presente trabalho ENT3785 RJ, Guapimirim
Smicridea (Smicridea) sp. 1 Larva  Presente trabalho ENT3832 RJ, Guapimirim
Smicridea (Smicridea) sp. 1 Larva  Presente trabalho ENT3983 RJ, Guapimirim
Smicridea (Smicridea) sp. 2 Larva  Presente trabalho ENT3979 RJ, Teresopdlis
Smicridea (Smicridea) sp. 2 Larva  Presente trabalho ENT3980 RJ, Teresopdlis
Smicridea (Smicridea) sp. 2 Larva Presente trabalno ENT3834 RJ, Teresopolis
Smicridea (Smicridea) sp. 2 Larva Presente trabalno ENT3833 RJ, Teresopolis
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Smicridea (Smicridea) sp. 4 Larva Presente trabalno ENT3798 RJ, Guapimirim

Smicridea (Smicridea) sp. 6 Larva  Presente trabalho ENT3805 RJ, Teresopolis
Smicridea, (Smicridea) sp. 6 Larva  Presente trabalho ENT3806 RJ, Teresopolis
Alterosa falcate Adulto  GenBank KX104937  RJ, Teresopolis
Alterosa orgaosensis Adulto  GenBank KX104862  Séo Paulo
Alterosa truncate Adulto  GenBank KX103562  Sé&o Paulo

3.8. Critérios para associacdo de larvas e adultos de Hydropsychidae

Zhou e colaboradores (2007) estabeleceram alguns critérios pelos quais a
associacdo de larvas a adultos pode ser considerada mais confidvel: se as sequéncias
forem idénticas ou se as sequéncias de larva estiverem aninhadas em um clado com
sequéncias de adultos identificados em espécie. Quando as sequéncias de larva nédo
estiverem em um mesmo clado que as sequéncias de adultos identificados ou mesmo
quando formando um clado, as sequéncias de larvas ndo estiverem aninhadas, ndo é
considerado associado, sendo necessario aumentar a amostragem de adultos e larvas até

que os critérios de associacdo sejam atendidos (Fig.9).

A B C
GE GE GE
P ADULTO1 e ADULTO 1 P LARVA
— — —
ADULTO 2
ADULTO1
ﬁ LARVA s ADULTO 2 —
— —
s LARVA e ADULTO 2

Figura 8. A- A larva é considerada associada se as sequéncias foram idénticas. B- A
larva é considerada associada se estiver aninhada em um mesmo clado que um adulto
identificado em espécie. C- E necesséario aumentar a amostragem de adultos até que os

criterios  de  associacao sejam atendidos. GE= grupo-externo.
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5. Resultados
5.1. Associagéo de larvas e adultos

Neste estudo foi possivel associacdo entre larvas e adultos de 3 espécies de Leptonema, 3
espécies de Smicridea e 1 espécie de Macronema. Essas espécies foram associadas através de
sequéncias de DNA mitocondrial com base em distancias genéticas.
Das 7 espécies associadas, a espécie Smicridea (Rhyachophylax) froehlichi ja havia
sido associada por meio do metamorfétipo (Gomes 2016) e o presente trabalho corrobora a
associacdo por meio da analise de sequencias de DNA e faz uma nota na descricéo relatando
algumas caracteristicas morfoldgicas que mostraram variacdo. As sequencias de larvas de
Macrostemum sp. e Smicridea sp. 1, Smicridea sp.4 e Smicridea sp.6 que foram inseridas na
analise, ndo foram associadas.
O filograma gerado na analise de neigbor-joining (NJ) das 97 sequéncias (Fig.
8) de COI, inclui trés sequéncias como grupos-externos pertencentes a subordem
Annulipalpia (Alterosa falcata Blahnik, 2005, A. truncata Blahnik, 2005 e A. orgaosensis
Blahnik, 2005), 34 sequéncias de Leptonema, 46 sequéncias de Smicridea, 11 sequéncias de
Macrostemum e 3 sequéncias de Macronema. Na arvore de NJ foram recuperados 4 grandes
grupos, correspondendo aos géneros de Hydropsychidae estudados: Leptonema, Smicridea,
Macronema e Macrostemum. Além disso, os subgéneros de Smicridea, Smicridea e

Rhyachophylax também formaram grupos monofiléticos.

Com relacdo ao género Leptonema, foi possivel definir trés associacdes de larvas a
adultos identificados em espécie, sendo que apenas uma delas atende o0s critérios
estabelecidos por Zhou e colaboradores (2007). Outras duas, embora ndo atendam tais
critérios, foram definidas com base na posicéo das sequéncias de larvas na arvore de NJ e nas
baixas distancias genéticas de tais sequéncias com sequéncias de adultos identificados em
espécie.

Sequéncias de larvas identificadas como Leptonema sp. 2 foram recuperadas dentro de
um ramo contendo individuos adultos de Leptonema pallidum Guérin, 1834. Os individuos
adultos incluidos nesta linhagem sdo do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais. As
sequéncias de larvas de Leptonema sp 2 do PARNASO foram idénticas as dos adultos do Rio
de Janeiro (distancia de 0%). Incluindo os individuos de Sdo Paulo e Minas Gerais, a
distancia intraespecifica maxima observada nessa espécie foi de 1,6%. A Unica sequéncia de

larva de Leptonema sp. 3 obtida foi recuperada na mesma linhagem que o Unico individuo de
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Leptonema santosi Jardim, Dumas & Nessimian, 2010 incluido na anéalise. Como a distancia
entre tais sequéncias foi de apenas 1,6% (Anexo 1), esta larva esta sendo considerada como
associada, embora seja necessario acrescentar mais dados para confirmar essa hipétese. Vale
ressaltar que os Hydropsychidae geralmente apresentam valores altos de distancia
intraespecifica quando comparadas as sequéncias do gene COI. De forma similar, sequéncias
das larvas de Leptonema sp. 1 apareceram em um mesmo ramo que individuos de Leptonema
ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010, mas ndo aninhadas. Contudo, as divergéncias
genéticas entre as sequéncias de larvas e de adultos foram de no méaximo 0,8%, de forma que
também foi considerada como associada.

No género Smicridea, foram obtidas sequéncias de seis morfotipos de larvas, mas
apenas dois foram associados a adultos, ambas do subgénero Rhyachophylax: S. (R.)
froehlichi e S. (R.) ralphi. As sequéncias de larvas de Smicridea (R.) sp. 3 foram recuperadas
dentro do mesmo ramo que sequéncias de individuos adultos de S. (R.) froehlichi, com
distancia genética observada de 0%. Esta associacdo corrobora a associacdo feita por Gomes,
2016, que utilizou 0 método do metamorfotipo ao descrever a larva dessa espécie. De forma
semelhante, as sequéncias das larvas de S. (R.) sp. 5 foram recuperadas na mesma linhagem
que individuos adultos de S. (R.) ralphi, com 0% de divergéncia genética.

No grupo do subgénero Smicridea (Smicridea) sp. 2 mostrou-se no filograma da
mesma forma que os individuos de L. pallidum e L. santosi, a larva ndo se encontra aninhada
em um mesmo ramo que individuos de S.(S.) paranensis. Considerando o valor de
divergéncia intraespecifica maxima de 1,6%, esta larva foi considerada associada.

Embora tenham sido detectadas duas espécies de Macronema a partir dos adultos
coletados no PARNASO, apenas para um individuo de uma delas foi obtida sequéncia do
gene COI. Ainda assim foi possivel a associacdo das larvas com esse adulto, identificado
como Macronema aff. immaculatum, visto que foi observada uma divergéncia de 0% (Anexo
3).
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51y L. bifurcatodes ENT301
L. bifurcatodes ENT377
L. trispicatum KX143258
L. trispicatum KX143075
L. bifurcatum KX142541
L. serratum ENT259
L. stigmaticum ENTI1079
75— L. santosi ENT215
L. sp 3 ENT3976

L. tridens ENT309
| 498|_| L. tridens KX141842
77VL. tridens KX144684

53y L. ferelunatum ENTI1899
L. ferelunatum ENT213
L.sp1ENT3620
L.sp 1 ENT3621
53|L. sp 1 ENT3622
L.sp 1 ENT3641
L. agraphum ENT214
57— L. amplifurcatum ENT300
L. pallidum KX103282
L. pallidum KX142237
89 L. pallidum ENT1893
L. pallidum KX143219
58| L. sp 2 ENT3623
L.sp 2 ENT3975
L. viridianum ENT438
. viridianum ENT437
. viridianum ENT439
. viridianum ENT440
. viridianum ENT441COI
. viridianum KX142982
. viridianum KX144409
L. lineaticorne KX140753
Macronema sp ENT3631
— Macronema aff. immaculatum ENT3989
| Macronema sp ENT3630
—— Macrostemum erichson KX294870
96y Macrostemum digramma ENT3990
| Macrostemum digramma ENT3987
Macrostemum hyalinum KX294504
Macrostemum ulmeri KX143228
Macrostemum brasilienses ENT3984
94y Macrostemum hyalinum KX295260
Macrostemum hyalinum KX295343
Macrostemum sp ENT3617
Macrostemum sp ENT3618
Macrostemum sp ENT3619

Figura 9. Filograma de Neighbor-joining para 97 sequéncias de COI (587 bp) de Hydropsychidae

75

85

65

NSNS

89

56

coletados no PARNASO e trés espécies de Alterosa (incluidas como grupos-externos), analisadas sob
0 modelo Kimura 2-Parametros. Valores em porcentagem de suporte de bootstrap maiores que 50%

sdo mostrados sobre os clados.
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S. (R.) sp 2 ENT3979
S. (S.) sp 2 ENT3980

Z221S. (S.) sp 2 ENT3834
S. (S.) sp 2 ENT3833
S. (S.) paranensis HM065395
79V.8. (S.) paranensis KX142436
S. (S.) albosignata KX141917
S. (S.) sp 1 ENT3785
S. (S.) sp 1 ENT3832
S. (S.) sp 1 ENT3983
S. (S.) sp 6 ENT3805
S. (S.) sp 6 ENT3806
S. (S.) sp 4 ENT3798
S. (S.) albosignata HMO0O65052
701.S. (S.) albosignata HMO65054

721 .S. (S.) palifera HMO065391
S. (S.) palifera KX106454
781 1S. (S.) palifera HM065392

60"V S. (S.) palifera ENT3774

S. (R.) sp 3 ENT3795
S. (R.) sp 3 ENT3801
S. (R.) sp 3 ENT3794
S. (R.) froelhichi ENT3773

e S. (R.) froelichi ENT3772

S. (R.) sp 3 ENT3803

S. (R.) jundiai KX107063

S. (R.) jundiai KX103398

S. (R.) jundiai KX142681

S. (R.) coronata KX104079
S. (R.) coronata KX106703
S. (R.) vermiculata HMO0O65501

71 =22 S. (R.) vermiculata HM065503

S. (R.) vermiculata HM065502
941.S. (R.) discalis KX105834

S. (R.) discalis KX107132
S. (R.) unguiculata KX142992
S. (R.) spinulosa KX105978
54V8. (R.) spinulosa KX142834

S. (R.) spinulosa KX143053
811S. (R.) iguazu KX107272

S. (R.) iguazu KX107618

S. (R.) ralphi KX144016

S. (R.) ralphi KX142093

S. (R.) ralphi KXI144435

S. (R.) sp 5§ ENT3800

S. (R.) sp 5§ ENT3799

— Alterosa truncata KX103562

100 L: Alterosa orgaosensis KX104862
69 Alterosa falcata KX104937

Figura 9. (Continuacdo). Filograma de Neighbor-joining para 97 sequéncias de COI (587 bp) de

Leptonema, Macronema, Macrostemum, Smicridea e Alterosa estabelecidas pelo modelo Kimura 2-

Parametros. Valores em porcentagem de suporte de bootstrap maiores que 50% sdo mostrados sobre

os clados.
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5.2. Descrigao das larvas associadas

5.2.1. Género Leptonema

O género Leptonena pertence a subfamilia Macronematinae, da familia
Hydropsychidae, e contém atualmente 146 espécies no mundo, 15 das quais sdo registradas
para 0 estado do Rio de Janeiro. Os adultos de Leptonema sdo tricopteros conspicuos, tém
entre 10 e 30 mm de comprimento, asas com coloracdo variando desde quase transparente,
marrons com maculas claras ou escuras (Flint et al. 1987). Poucas larvas séo descritas na
literatura ou encontram-se associados a algum adulto.

As larvas de Leptonema, geralmente sdo encontradas em rios ou riachos com
correnteza de moderada a forte. Em geral, apresentam corpo robusto, cabeca e segmentos
toracicos esclerosados, podem ser reconhecidas pelas branquias abdominais com ramo
principal e ramificagcbes menores, e pelos abrigos fixos com uma rede de captura de alimento.
Apesar da diversidade e abundéancia nos corpos d’agua, apenas seis espécies de Leptonema
tém a larva descrita. No Brasil at¢ 0 momento foram associadas 4 espécies (Leptonema
tridens Mosely, 1933; L. amazonense Flint, 1978; L. maculatum, 1933; L. sparsum (Ulmer),
1905). Alguns trabalhos constam descri¢es das larvas que ndo estdo associadas (Mufios-
Quesada 1999; Pes 2005 ).

Das quatro espécies associadas no Brasil, 3 foram associadas e descritas por Pes 2005,
em que as larvas associadas apresentaram peculiaridades se comparadas as demais larvas. As
larvas de L. amazonense possuem comprimento de 18 mm, cabeca de cor castanho escura e
com poucas cerdas, margem do frontoclipeo reta, mandibulas pequenas e coxa serrilhnada com
7 espinhos curtos na margem anterior e filamentos branquiais com poucos filamentos. Larvas
de L. maculatum apresentam comprimento 17 mm, cabeca de cor castanho clara com
insercbes musculares mais claras, margem do frontoclipeo céncavo, mandibulas pequenas,
coxa com 7 espinhos finos e longos na margem anterior, filamentos branquiais com muitos
filamentos. As larvas de L. sparsum possuem comprimento de 18 mm, cabeca de cor amarelo
clara com insercdes musculares mais escuras, margem do frontoclipeo cdncava, coxa com 7
espinhos grossos na margem anterior, filamentos braquiais com muitos filamentos. A larva de
Leptonema tridens foi associada e descrita por Nessimian e Dumas (2010), elas apresentam
comprimento de 31.0-40.0 mm, cabeca de cor marrom, frontoclipeo sem cerdas com margem
reta, coxa anterior com cerdas longas e curtas na margem anterior e apresenta uma dobra

pontiaguda apical, filamentos branquiais com poucos filamentos. As larvas de Leptonema
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pallidum, Leptonema ferelunatum e L. santosi tiveram sua primeira associagdo no presente
trabalho e foram observadas caracteristicas morfoldgicas que possibilitassem a distin¢éo

delas.

Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010

Larva (Figs. 10). Comprimento: 11,4 — 12,8 mm [n=5]

Cabeca. Dorsal (fig. 10B). Cabeca arredondada, marrom-escura; estemas com mancha oval
amarelo-clara ao redor; margem anterior do frontoclipeo na regido anterior com duas
projecBes arredondadas. Mandibulas assimétricas (Fig.10D); ambas com cerdas laterais;
madibula esquerda com um dente apicodorsal, dois dentes subapicais obtusos, subiguais, um
apical arredondado, com escova de cerdas longas e finas, um dente molar arredondado maior;
mandibula direita com um dente apicodorsal, dois dentes subapicais obtusos, um apical
arredondado maior, um dente molar arredondado, sem escova de cerdas; Ventral (Fig. 10C).
Gena com sulcos estridulatorios transversais distintos, uniformemente marrom-escuros, com
manchas amareladas, estendendo-se da regido anterior a medianoventral da gena em direcédo
posterolateral da pos-gena. Esclerito gular dividido em esclerito anterior e posterior; esclerito
anterior triangular, mais largo que longo; esclerito posterior romboide e diminuto. Tdrax.
Dorsal. 3 notos toracicos esclerosados (Fig. 10E), cobertos por cerdas finas e curtas e com
marcas de insercdes musculares. Pronoto dividido por linha ecdisial longitudinal. Mesonoto e
metanoto apresentam sulcos obliquos; Lateral. (Figs. 10F — H) Primeiro par de pernas
toracicas de cor marrom-escura, com cerdas curtas e finas amareladas no fémur. Segundo e
terceiro par de pernas semelhantes com cerdas curtas de cor preta na regido da coxa e fémur.
Ventral. Um par de branquias no mesoesterno e metaesterno compostas de um filamento
grosso se bifurcando em varios filamentos curtos. Trocantin triangular, pontiagudo, com
cerdas finas. Abddémen. Coberto por cerdas curtas e finas; branquias ventrais com dois pares
na regido ventral e um par na regido ventrolateral nos segmentos I-VI, no segmento VII,
apenas um par de branquias ventrais. Segmento VIIl com dois escleritos arredondados, com
cerdas curtas e grossas. Segmento 1X (Fig. 10J) com dois escleritos subtriangulares mais
longos que a largura, margem posterior com cerdas longas; esclerito lateral presente; pequeno,
arredondado e esclerosado, com cerdas curtas. Segmento X com papila anal membranosa

dorsal. Par de falsas pernas anais com garras simples e tufo de muitas cerdas longas e finas.
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Nota: As larvas de Leptonema ferelunatun associadas aqui diferenciam-se das larvas de
Leptonema pallidum, bem como de larvas conhecidas para outras espécies, por apresentar
frontoclipeo com duas projecdes, insercbes musculares bem marcadas nos notos toracicos. Ja
em L. pallidum o frontoclipeo possui margem crenulada e ndo sdo aparentes insercoes

musculares nos notos toracicos, como apresentado nos individuos de L. ferelunatum.

Biologia: A maioria das larvas foi coletada no substrato de pedra, com algumas sendo
encontradas em raizes em areas de correnteza. As larvas foram encontradas em diferentes
altitudes, desde 365 ma 2.049 m.

Material examinado: Brasil: Rio de Janeiro: Teresopolis, Rio Paquequer 2% ordem, trilha do
Sino, S22°27°25,90” W43°1°24,1”, 2049 m, 1 larva, 26-29.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A.
Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Cachoeira do papel, afluente Rio Beija-flor,
S22°27°8,50” W43°0°54,80”, 1682 m, 1 larva, 26-29.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevéo,
A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Guapimirim, Afluente do Rio Soberbo, Ruinas, S22°29°43,5”
W42°59°51,17, 365 m, 3 larvas, 29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e
A.L.R.Silva col.; Afluente Rio Soberbo, Estrada, S22°29°397” W42°59°58,9”, 370 m, 1 larva,
29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.
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Figura 10. Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010, larva. A — habito,

vista lateral; B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal;
E - noto toracico, vista dorsal; F — H pernas toracicas, face externa; | — branquias, vista lateral,

J — extremidade posterior do abdome e falsa perna anal, vista ventral.
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Leptonema pallidum Gueérin, 1834
Larva (Fig. 11). Comprimento: 10,4 -11,6 mm [n= 4 ].

Cabeca. Dorsal (Fig. 11B). Cabeca subretangular, marrom-escura. Estemas com mancha oval
clara ao redor; manchas sobre a cabeca conspicua, amareladas em sua por¢do mediano-
posterior; marcas de inserces musculares dorsais, forma ovais, claras; Frontoclipeo, com
margem anterior marrom, convexa, crenulada. Mandibulas assimétricas (Fig. 11D).
Mandibula esquerda com um dente apicodorsal, triangular, arredondado e um pouco maior
que o dente molar, um dente molar obtuso, arredondado e 4 dentes subapicais triangulares,
arredondados, subiguais, um apical ao lado do dente molar e de formato igual; com escova de
cerdas dorso-mediana longas e finas entre o terceiro e quarto dente apical; mandibula direita
com um dente apicodorsal pontiagudo arredondado, um dente subapical achatado
arredondado, menor que o segundo dente subapical, segundo dente subapical da mesma
largura que o dente molar esquerdo, triangular e pouco arredondado na ponta e um dente
molar obtuso, mais largo que o dente molar esquerdo, irregular. Ventral (Fig. 11D). Gena
com sulcos estridulatdrios distintos, transversais; uniformemente amarelo-escuros, continuos,
que se estende da regido anterior a medianoventral da gena em direcdo a regido posterolateral
da pds-gena; marcas de insercdes musculares, claras, levemente conspicuas, agrupadas na
regido posteroventral da gena, com poucos pares na regido lateromedianamente. Esclerito
gular ventral dividido em esclerito anterior e posterior; esclerito anterior triangular, mais largo
que longo; esclerito posterior ventral semitriangular e diminuto.

Torax. Notos toracicos esclerosados (Fig. 11E), cobertos por cerdas finas e curtas. Pronoto
dividido por linha ecdisial longitudinal, metanoto com coloracdo marrom-clara. Mesonoto e
metanoto inteiros, com sulcos obliquos laterais; Lateral. (Figs. 11F — 1) Primeiro par de
pernas toracicas de cor marrom-escura, coxa apresenta um espinho apical pontiagudo, fémur
com cerdas curtas, finas e amareladas. Segundo e terceiro par de pernas semelhantes com
poucas cerdas curtas de cor preta na regido da coxa. Ventral. Um par de branquias no
mesoesterno e dois pares de branquias metaesterno compostas de um filamento grosso se
ramificando em varios filamentos curtos. Trocantin triangular, pontiagudo, alongado, com
cerdas finas e curtas.

Ventral. Um par de branquias no mesoesterno e dois pares de branquias metaesterno
compostas de um filamento grosso se bifurcando em vérios filamentos curtos. Trocantin

triangular, pontiagudo, com cerdas finas.
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Abdbmen. Coberto por cerdas curtas e finas; branquias ventrais com um par na regido ventral
e dois pares na regido ventrolateral nos segmentos I-1V e VI, no segmento VI, apenas um par
de branquias ventrais. No segmento V um par de branquias ventrais. Segmento VIII com dois
escleritos pequenos arredondados, com cerdas curtas e finas. Segmento IX (Fig. 111) com dois
escleritos subtriangulares mais longos que a largura, margem posterior com cerdas longas;
esclerito lateral presente; pequeno, arredondado e esclerosado, com cerdas longas. Segmento
X, papila anal membranosa dorsal pode estar retraida. Par de falsas pernas anais com garras

simples e tufo de muitas cerdas longas e finas.

Nota: As larvas de Leptonema pallidum diferenciam-se das larvas de Leptonema tridens
Mosely, 1933 por apresentar na cabeca em vista dorsal, marcas de inser¢cbes musculares, de
forma circular na regido posterior. Em L. tridens, no primeiro par de pernas toracicas

apresenta uma dobra pontiaguda apical na coxa, ao qual ndo esta presente em L. pallidum.

Biologia: As larvas foram coletadas em substratos de pedra e de folhico em trechos de

correnteza. As larvas de L. pallidum foram encontradas em altitudes de 950 a 1330 m.

Material examinado: Brasil: Rio de Janeiro: Teresopolis. Rio Paquequer (ponte),
S22°27°22,8” W42°59°48,6”, 1135m, 1 larva, 29.i-01.1i.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevao,
A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Rio Paquequer, Cachoeira do Coreto, S22°26’8,52,6”
W42°59°4,9”, 950m, 1 larva, 29.i-01.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevao, A.A.Alves e
A.L.R.Silva col.; Afluente do Rio Paquequer (estrada), S22°27°18,7” W42°59°56,9”, 1142m,
1 larva, 29.i-01.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva, col;
Afluente do Rio Beija-flor, Trilha do Sino, S22°26°53,8” W43°0°27,4”, 1330m, 1 larva, 26-
29.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva, col.
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Figura 11. Leptonema pallidum Guérin, 1834, larva. A — habito, vista lateral; B — cabeca,
vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal; E - noto torécico, vista

dorsal; F — H - pernas torécicas, face externa; | — Extremidade posterior do abdome, vista

ventral.

Leptonema santosi Jardim, Dumas & Nessimian, 2010
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Larva (Fig. 12). Comprimento: 11,3 mm -120mm [n= 2 ].

Cabeca. Dorsal (Fig. 12B). Cabeca subretangular, marrom-escura. Estemas com mancha oval
clara ao redor; marcas de inser¢des musculares dorsais, forma oval, claras; Frontoclipeo, com
margem anterior marrom, céncava na por¢do mediana, com cerdas bem curtas na margem.
Labro semicircular, com escova de cerdas nas laterais e cerdas curtas na superficie da regido
anterior a mediana. Mandibulas assimétricas (Fig. 12D), ambas com cerdas laterais;
mandibula esquerda com um dente apicodorsal, triangular, pontudo, maior que o dente molar,
um dente molar obtuso, irregular, retilineo e trész dentes subapicais arredondados, subiguais,
dois menores que o terceiro dente apical, com escova de cerdas dorsomediana longas e finas
entre o terceiro dente apical e o dente molar; mandibula direita com um dente apicodorsal
pontiagudo arredondado, um dente subapical bem achatado arredondado, com uma escova de
cerdas curta; um dente apical triangular, arredondado na ponta fusionado ao dente molar;
dente molar irregular, arredondado e menos largo que o dente obtuso esquerdo. Ventral (Fig.
12C). Gena com sulcos estridulatorios distintos, transversais; marcas de inser¢des musculares,
claras, levemente conspicuas, algumas irregulares, outras circulares, agrupadas na regido
posteroventral da gena. Submento semicircular de mesma largura que o esclerito gular
anterior. Esclerito gular dividido; esclerito anterior triangular, mais largo que longo; esclerito
posterior em forma de losango e diminuto.

Torax. Notos toracicos esclerosados (Fig. 12E), cobertos por cerdas finas e curtas. Pronoto
dividido por linha ecdisial longitudinal. Mesonoto e metanoto inteiros, com sulcos obliquos
lateral; Lateral. (Figs. 12F-H) Primeiro par de pernas toracicas de cor marrom-escura, coxa
com um espinho apical dorsoventral, cerdas curtas e finas amareladas no fémur e na tibia.
Segundo e terceiro par de pernas semelhantes com poucas cerdas curtas de cor preta na regido
da coxa, fémur mais comprido que a coxa.

Abdbémen. Coberto por cerdas curtas e finas; branquias ventrais com um par na regido ventral
e dois pares na regido ventrolateral nos segmentos 1-VI, no segmento VII, apenas um par de
branquias ventrais. No segmento V, um par de branquias ventrais. Segmento IX (Fig. 131)
com dois escleritos subtriangulares mais longos que a largura, margem posterior com cerdas
longas; esclerito lateral presente; pequeno, arredondado e esclerosado, com cerdas longas. Par

de falsas pernas anais com garras simples e tufo de muitas cerdas longas e finas.

Nota: Comparando com outras larvas de Leptonema conhecidas, as de Leptonema santosi séo
mais semelhantes aquelas de L. tridens. Contudo, essas duas espécies diferem principalmente

quanto a estrutura das mandibulas, o dente molar de L tridens tem uma reentrancia na lateral
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posterior, enquanto em L. santosi, ndo ha reentréncia (fig....). O segundo dente subapical em
L. santosi € triangular e maior, comparado ao de L. tridens que é mais largo. No primeiro par
de pernas, na coxa ha um espinho com curvatura apical em L. tridens, j& em L. santosi o

espinho é pontudo e pouco curvado.

Biologia: Foram coletadas apenas duas larvas de L. santosi, uma em altitude de 1.135 m e

outra em 1.280 m, ambas as larvas sendo encontradas em substrato rochoso.

Figura 13. llustracdo das estruturas comparada. llustracGes A e B foram extraidas de Dumas
& Nessimian, 2010. Leptonema tridens: A — mandibula, vista dorsal; B — perna protoréacica,
vista lateral; Leptonema santosi: C — mandibula, vista dorsal; D — perna protoracica, vista

lateroventral.

Material examinado: Brasil: Rio de Janeiro: Teresopolis. Rio Paquequer (ponte),
S22°27°22,8” W42°59°48,6”, 1135m, 1 larva, 29.i-01.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevao,
AAAlves e A.L.RSilva col.; Rio Beija-flor (acima da repressa), S22°26°50,90”
W43°0°19,40”, 1280m, 1 larva, 26-29.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e
A.L.R.Silva col.

49



E

Figura 12. Leptonema santosi, Dumas & Nessimian, 2010, larva.. A — habito, vista lateral; B
— cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal. ; E - notos
toracicos, vista dorsal; F —H — pernas toracicas, vista dorsal; | — extremidade posterior do

abdome e falsa perna anal, vista ventral.
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5.2.2. Género Smicridea

A subfamilia Smicrideinae contém somente trés géneros: Smicrophylax Neboiss, Asmicridea
Mosely e Smicridea McLachlan (Morse 2016). As espécies do género Smicridea estdo
agrupadas em dois subgéneros, Smicridea McLachlan e Rhyacophylax. No Brasil, Smicridea
possui 56 espécies validas, sendo 14 no subgénero Smicridea e 39 em Rhyacophylax (Pes &
Santos, 2018).

Os adultos séo pequenos (5 a 10 mm de comprimento) quando comparados aos outros géneros
de Hydropsychidae, possuem antenas mais curtas que o comprimento das asas anteriores e
apresentam asas com coloragdo caracteristica que varia do preto ao cinza com bandas brancas
ao amarelo-claro ou castanho-claro (Gomes, 2015).

Atualmente, sdo conhecidas as larvas de 35 espécies. As larvas geralmente apresentam
caracteristicas distintivas, tais como: as manchas na area dorsal cabeca; o labro com cerdas
pectinadas e com manchas escuras; a margem anterior do frontoclipeo céncava, convexa ou
reta com crenulacGes ou projecdes; a gena com sulcos estridulatérios transversais conspicuos;
0 esclerito gular ventral dividido em anterior e posterior; o pronoto dividido por linha ecdisial
longitudinal; 0 meso- e metanoto inteiros; o trocantin anterior simples, conico; as branquias
ventrais e ventrolaterais com um ramo grosso ramificando-se na base; o abdémen coberto

com cerdas curtas espatuladas como escamas.

Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Almeida & Flint, 1974

Larva. (Figs. 14) Comprimento 4,5 -51mm[n=3].

Cabeca. Dorsal (Fig. 14B) Cabeca subrectangular, amarelo-clara. Estemas com mancha oval
clara ao redor; manchas sobre a cabeca conspicuas; Frontoclipeo com margem anterior
marrom-escura, crenulada; sutura do frontoclipeo em forma de V, igualmente marcada em sua
extensdo. Carena dorsal presente. Labro semicircular; superficie dorsal clara, com numerosas
cerdas curtas e finas, sobre a margem anterior. Mandibulas assimétricas (Fig. 14D), ambas
com cerdas laterais; mandibula esquerda com 1 dente apicodorsal, 1 dente molar obtuso, 2
dentes subapicais pontiagudos, subiguais, 1 apical pontiagudo; com escova de cerdas
dorsomediana longas e finas; mandibula direita com 1 dente apicodorsal, 1 dente molar
obtuso, 2 dentes subapicais pontiagudos, 1 apical pontiagudo maior; sem escova de cerdas.
Ventral (Fig. 14C). Gena com sulcos estridulatorios transversais, fracamente marcados, finos;
em forma retangular, que se estende da regido anterior a medianoventral da gena em direcéo a

regido posterolateral da pos-gena; Esclerito gular ventral dividido em escleritos anterior e
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posterior; esclerito anterior triangular, mais largo que longo; esclerito posterior ventral
diminuto ou indistinto.

Torax. Dorsal. Notos torécicos esclerosados (Fig. 14E); pro, meso e metanoto cobertos por
cerdas curtas e finas. Pronoto dividido por linha ecdisial longitudinal, meso e metanoto
inteiros; Ventral. Branquias no prosterno ausentes, mesosterno com 1 par ventrolateral,
metasterno com 1 par ventrolateral, compostas por um filamento grosso se ramificando
préximo a base irregularmente em varios filamentos. Lateral. (Figs. 14F-H) Pernas toracicas
de cor amarelo-clara, sem modificagbes, perna anterior mais curta que a mediana e a
posterior; coxa da perna anterior com fileira de cerdas escuras, fémur com fileira de cerdas,
tarso com distintas cerdas claras e curtas; trocantin conico, com cerdas grossas dorsais.
Abdomen. Coberto por cerdas curtas em forma de escamas achatadas; branquias ventrais com
2 pares nos segmentos I-VI; branquias ventrolaterais com 1 par nos segmentos I-VI1 e VII;
branquias laterais ausentes. Segmento VIII com dois escleritos circulares, com cerdas curtas
na regido anteromediana. Esterno 1X (Fig. 141) com dois escleritos subtriangulares mais
longos que a largura de sua margem posterior, com cerdas curtas na regido anteromediana e
cerdas longas na margem posterolateral, esclerito lateral presente; par de falsas pernas anais
com garra simples e tufo de cerdas longas dorsais em cada um.

Nota: As larvas de Smicridea (Rhyachophylax) ralphi é similar a larva de Smicridea
(Rhyachophylax) caligata, a qual foi descrita por Flint, 1974, ambas apresentam margem
anterior do frontoclipeo crenulada, mas enquanto em Smicridea (Rhyachophylax) caligata a
margem € de forma retilinea, em Smicridea (Rhyachophylax) ralphi a margem é concava. A
carena na cabeca € outra caracteristica que as diferenciam, em Smicridea (R.) ralphi esta
presente e ausente em Smicridea (R.) caligata.

Biologia: As larvas foram coletadas em folhico de correnteza, sendo encontrados nos pontos
de altitudes mais baixas (367-380 m).

Material examinado: Brasil: Rio de Janeiro: Guapimirim: Rio Soberbo, proximo a capela,
S22°29°38,9” W42°59°49,5”, 367m, 2 larvas, 29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevéo,
A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Poco da Preguica, S22°29°33,9” W43°0°5,8”, 380m, 1 larva,
29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.
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Figura 15. Smicridea (Rhyachophylax) ralphi Almeida & Flint, 1974, larva. A — habito, vista

lateral; B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal; E -

noto toracico, vista dorsal; F — H — pernas torécicas, face externa; | — extremidade posterior

do abdome;
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Smicridea (Rhyachophylax) froehlichi

Descricao

Larva (Figs. 15). Comprimento 9,6 — 10,4 mm [n = 7].

Cabeca. Dorsal (Fig.15B-C). Cabeca arredondada, marrom-escura ou preta. Estemas
com mancha oval clara ao redor; manchas na cabeca inconspicuas; marcas de insercdes
musculares dorsais de forma circular e escuras; cerdas grossas como espinhos, presentes
ao redor dos estemas, na regido anterolateral do frontoclipeo e dorsolateralmente até a
porcdo mediana da cabeca. Carena dorsal ausente. Frontoclipeo com a margem anterior
preta, simétrica, reta, crenulada. Mandibulas assimétricas (Fig. 15E), ambas com cerdas
curtas e grossas nas margens laterais; mandibula esquerda com 1 dente apicodorsal, 1
dente molar obtuso, 3 dentes subapicais pontiagudos, subiguais, 1 apical pontiagudo
maior; com escova dorsomediana de cerdas longas e finas; mandibula direita com 1
dente apicodorsal, 1 dente molar com uma elevagédo arredondada na margem posterior, 3
dentes subapicais com primeiro e terceiro levemente obtusos e maiores que o segundo,
pontiagudo, 1 apical pontiagudo maior, sem escova de cerdas. Ventral (Fig. 15D). Gena
com sulcos estridulatdrios distintos, transversais; uniformemente marrom-escuros; se
estendendo da regido anterior a medianoventral da gena; marcas de insercOes
musculares de forma oval, escuras, presentes na regido medianoposterior da gena e uma
série distribuida lateralmente na pos-gena. Submento sem fissura mediana. Esclerito
gular dividido em escleritos anterior e posterior; esclerito anterior triangular, mais largo
que longo; esclerito posterior triangular e diminuto.

Torax_Dorsal (Figs. 15F). Notos toracicos esclerosados; pronoto com regido
anterodorsal e lateral coberta por cerdas curtas, grossas e truncadas, como espinhos,
meso e metanoto cobertos por cerdas curtas e finas. Pronoto dividido por linha ecdisial
longitudinal, meso e metanoto inteiros; pronoto marrom-escuro com duas manchas
amarelas, subtriangulares, anterodorsais ou de cor escura uniforme, mesonoto com
mancha marrom-escura retangular mediana. Ventral. Branquias no proesterno ausentes,
mesoesterno com 1 par ventrolateral, metaesterno com 1 par ventrolateral compostas de
filamentos grossos bifurcando-se proximo a base e uma simples composta por um
filamento curto com 4 a 5 filamentos. Lateral. Pernas toracicas de cor marrom, sem
modificacdes, similares no tamanho; perna anterior com fileira de cerdas escuras, curtas
e grossas na regido dorsal e ventral da coxa, fémur com fileira de cerdas claras curtas,;

trocantin c6nico, com 4 cerdas grossas.

54



Abdbémen. Coberto por cerdas curtas em forma de escamas achatadas/ marrons;
branquias ventrais com 2 pares nos segmentos I-VI; branquias ventrolaterais com 1 par
nos segmentos VII; branquias laterais ausentes. Esterno VIII com dois escleritos
subtriangulares. Esterno 1X com dois escleritos subtriangulares, com cerdas curtas,
grossas e pontiagudas e cerdas longas na margem posterolateral (Fig. 15H), esclerito
lateral presente, pequeno e pouco esclerosado. Segmento X com papilas, (as quais
podem estar retraidas). Par de falsas pernas anais com garra simples e tufo de muitas
cerdas longas dorsais.

Biologia. — As larvas dessa espécie foram coletadas em substrato rochoso e de folhico

em trechos de correnteza e em localidades de altitudes baixas 347 — 380 m.

Nota. S. (R.) froehlichi teve a larva previamente associada no trabalho de Gomes
(2015), em que a larva se distingue das demais larvas por apresentar as seguintes
caracteristicas: coloracdo da cabeca marrom-escura ou preta e dos notos toracicos, com
pronoto de cor marrom-escura com duas manchas amarelas, subtriangulares,
anterodorsais ou completamente enegrecido e mesonoto variando de amarelo a
completamente enegrecido; presenca de cerdas secundarias grossas, curtas truncadas e
médias pontiagudas, presentes ao redor dos estemas, sobre a regido anterolateral do
frontoclipeo e dorsolateralmente até a porcdo mediana da cabeca; pronoto com regido
anterodorsal e lateral coberta por cerdas curtas e grossas truncadas, pernas médias e
posteriores mais largos e comprimidos que nas demais espécies.

No presente trabalho, as larvas ndo possuem a regido dorsal da cabeca
totalmente de coloragdo marrom-escura, mas de coloragdo marrom-clara, com coloragédo
marrom-escura na regido do frontoclipeo, que em sua porcdo mediana apresenta
variacdo de trés a cinco manchas subtriangulares amareladas. Na regido posterior ao
frontoclipeo, na porcdo mediana dorsal apresenta uma mancha semicircular escura, com
marcas de inser¢cBes musculares conspicuas. Na regido ventral da cabeca, as marcas de
inser¢bes musculares ndo sdo claramente visiveis e de coloragdo marrom-escura, elas
apresentam coloracdo bem clara, visiveis sob miscroscépio. Os sulcos estridulatorios
apresentam coloracdo escura e bem demarcada, porém apresentam uma mancha circular
na gena de cor preta na regido medianolateral. As mandibulas descritas por Gomes
(2015) sdo robustas e de coloracdo escura. No presente trabalho, as mandibulas também

sdo robustas mas de coloracdo amarelo-clara e se comparadas sdo totalmente idénticas,
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com excecdo do dente molar da mandibula direita, que apresenta uma elevagédo
arredondada na margem posterior. Variagcdes no padréo de coloracdo dos notos toracicos
em larvas dessa espécie foram encontradas entre individuos de uma mesma populagdo e
entre populacdes diferentes (Gomes, 2015). No presente trabalho as larvas apresentaram
apenas um padrdo de coloragdo nos notos torécicos, levemente diferentes daquele
descrito por Gomes (2015). E provavel que tais variacdes sejam devido ao local onde as
larvas séo encontradas, visto que as larvas associadas em Gomes (2015) foram coletadas
em na regido sul do Brasil, em rios com caracteristicas provavelmente bem distintas
daqueles do PARNASO.

Material examinado. — BRASIL: Rio de Janeiro: Guapimirim, Rio Soberbo,
proximo a capela, S22°29°38,9” W42°59°49,5”, 367 m, 2 larvas, 29.ix-02.x.2016,
A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A. Alves e A.L.R. Silva col.; Po¢o da Preguica,
S22°29°33,9” W43°0°5,8”, 380 m, 3 larvas, 29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A.
Estevdo, A.A. Alves e A.L.R. Silva col.; Represa final do Parque Nacional da Serra dos
Orgﬁos, S22°29°45,5”°W42°59°49,7”, 347 m, 2 larvas, 29.ix-02.x.2016, A.P.M. Santos,
K.A. Estevao, A.A. Alves e A.L.R. Silva col.
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Figura 15. Smicridea (Rhyachophylax) froehlichi Almeida & Flint, 1974, larva. A —
habito, vista lateral; B, C — cabeca, vista dorsal; D — cabeca, vista ventral; E —
mandibulas, vista dorsal. ; E - notos toracicos, vista dorsal; F — perna protorécica, vista

ventral; G — Segmentos abdominais VIII e IX e falsa perna anal, vista ventral.
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Smicridea (Smicridea) paranensis

Larva (fig. 16 A). Comprimento 4,79 — 6,85 mm [n = 4].

Cabeca. Dorsal (Fig. 1BB). Cabeca subretangular, marrom. Estemas com mancha
amarelada ao redor; sem manchas sobre a cabeca; marcas de inser¢des musculares, de
forma oval, claras, na regido mediana e posterior do frontoclipeo; cerdas curtas e finas,
cobrindo toda superficie dorsal e lateral da cabeca. Carena dorsal ausente. Frontoclipeo
com a margem anterior, simétrica, reta, crenulada; Labro com escova de cerdas laterais,
com reentrancia oval, marcada e uma mancha clara, quase transparente na lateral.
Mandibulas assimétricas (Fig. 16D), ambas com cerdas curtas e grossas nas margens
laterais; mandibula esquerda com 1 dente apicodorsal pontiagudo, 1 dente molar
retangular, 3 dentes subapicais pontiagudos, subiguais, 2 dentes subapicais truncados, 1
apical pontiagudo trucado maior; com escova dorsomediana de poucas cerdas longas e
finas; Mandibula direita com 1 dente apicodorsal pontudo, 1 dente molar retangular e 3
dentes subapicais pontiagudos, o primeiro e terceiro maiores que o segundo dente, sem
escova de cerdas. Ventral (Fig.16C). Gena com sulcos estridulatorios transversais,
distintos; Esclerito gular ventral dividido; esclerito anterior ventral triangular; esclerito
posterior ventral semitriangular e diminuto. Térax. Dorsal (Fig. 16E). Notos toracicos
esclerosados; pro, meso e metanoto cobertos por cerdas curtas e finas. Pronoto dividido
por linha ecdisial longitudinal, meso e metanoto inteiros, de coloracdo marrom. Lateral.
Pernas toracicas amarelas claras, sem modificacBes, similares no tamanho; perna
anterior com cerdas, curtas na regido dorsal; trocantin,curto, cdnico, com algumas
cerdas. Ventral. Branquias no prosterno ausentes, mesosterno com 1 par ventrolateral,
metasterno com 1 par ventrolateral compostas de filamentos grossos se bifurcando
proximo a base de comprimento irregularmente e uma 1 simples ventromesal.
Abdbémen. Dorsal. Coberto por cerdas curtas em forma de escamas achatadas e poucas
cerdas longas e finas, cuticula sem depressfes; branquias ventrais com 2 pares nos
segmentos I-V; Segmento VI - VII com um ramo principal e poucas estrias, curtas.
Branquias laterais ausentes. Esterno VIII com um esclerito triangular, com cerdas curtas
na regido anteromediana. Esterno X com dois escleritos subtriangulares mais largos
que longos de sua margem posterior, com cerdas curtas na regido anteromediana e
cerdas longas na margem posterolateral, esclerito lateral presente, levemente
esclerosado, com duas cerdas curtas. Segmento X com par de falsas pernas anais com

garra simples e tufo de cerdas longas.
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Biologia. — As larvas dessa espécie foram coletadas em altitudes entre 1332 e 367 m.

Foram encontradas em substratos rochosos e folhico em &gua corrente.

Nota. — A margem do frotoclipeo € igual nas larvas de Smicridea (S.) sp. 2 e S. (S.) sp.
3. A denticdo das mandibulas se diferencia de S. (S) sp. 2 pela coloracédo e pelos dentes
serem truncados. Nos individuos de S. (S.) sp. 3 (fig. 16), os dentes sdo pontudos e o

dente obtuso direito é diferente.

A B

Figura 17. llustragdo comparativa das mandibulas das larvas. A — Smicridea (Smicridea)

sp. 2; B — Smicridea (Smicridea) sp. 3.

Material examinado. — BRASIL: Rio de Janeiro: Guapimirim, Afluente Rio
Soberbo, préximo a capela, S22°29°37,3” W42°59°54,4” 364m — 1 larva, 29.ix-
02.x.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevao, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Afluente Rio
Soberbo, estrada, S22°29°33,9” W43°0°05,8” 380m — 1 larva, 29.ix-02.x.2016, A.P.M.
Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Teresopolis, Afluente Rio
Paquequer, estrada S22°27°18,76” W42°59°56,90” 1142m - 1 larva, 29.i-01.ii.2016,
A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.; Rio Beija flor, acima da
represa S22°26°50,90” W43°0°19,40” 1280m - 1 larva, 26-29.ii.2016, A.P.M. Santos,
K.A. Estevdo, A.A.Alves e A.L.R.Silva col.;
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Figura 16. Smicridea (Smicridea) sp. 2, larva. A — habito, vista lateral; B — cabeca,

vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D —mandibulas, vista dorsal; E - noto torécico,

vista dorsal; F — — G — Pernas torécicas; | — extremidade posterior do abdome e falsa

perna anal, vista ventral;



5.2.3..Género Macronema

O género Macronema Pictet, 1836 pertencente a subfamilia Macronematinae, tem
distribuicdo restrita a regido Neotropical. Os adultos desse género séo coloridos,
geralmente com asas, tGrax e cabeca recobertos por pequenas cerdas de coloragdo verde,
amarela e branca. A espécie Macronema variipenne Flint e Bueno-Soria 1979, foi a
primeira do género que teve a larva descrita e associada por Flint e Bueno-Soria (1982),
a qual possui 0s seguintes caracteres diagndsticos: gena lisa sem estridulacfes, falsas
pernas anais longas e delgadas com regido mediana dobravel, branquias abdominais
com ramo principal grosso com ramificagdes muito finas e uniformes, trocantin curto e
simples. No Brasil, consta a associacdo de 8 larvas do género Macronema (Vidovix,
2013), sendo cinco associadas pelo método molecular e trés pelo método de
metamorfotipo. No presente trabalho foi possivel a associagdo de mais uma larva, a uma

espécie identificada como Macronema aff. immaculatum.

Macronema aff. immaculatum Mosely, 1933

Descricdo: Larva (fig. 18 A)— Comprimento 12,0-15,0 mm (n=5)

Cabeca. (fig.18B) Dorsal. Arredondada, coloracdo marrom-escura com algumas
manchas das insercdes musculares de cor amarela; Frontoclipeo levemente céncavo.
Gena ventral com algumas cerdas diminutas na regido anterior; coloragdo amarela nas
laterais e marrom na regido mediana; manchas das inser¢des musculares mais escuras na
regido postero-lateral; Mandibulas, assimétricas (fig. 18D); coloracdo amarela com a
margem interna e 0 apice marrom-escuro; Mandibula esquerda com um dente
apicodorsal, pequeno, truncado; Mandibula direita com um dente apicodorsal, dentes
subapicais fusionados e de formato concavo, um dente molar obtuso. Térax: Notos
toracicos esclerosados (fig. 18E). Pronoto dividido por linha ecdisial longitudinal.
Mesonoto maior que 0 metanoto e apresentando sulcos obliquos ondulados. Lateral.
Pernas toracicas amarelo-claras, sem modificacdes; perna anterior fémur com cerdas;
trocantin, curto, cnico, com cerdas. Pernas medianas e posteriores com coxa mais larga
que o fémur e duas vezes 0 tamanho da coxa. Torax. Notos toracicos esclerosados (Fig.

18D), cobertos por cerdas finas e curtas. Pronoto dividido por linha ecdisial
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longitudinal. Mesonoto e metanoto inteiros; Lateral. (Figs. 18F-1) Primeiro par de
pernas com Vvarias cerdas curtas. Trocantim triangular, curto, pontigudo. Abdémen.
Segmentos | a IV apresentando branquias com dois filamentos com um ramo principal
Nos segmentos V a VII, branquias com dois ramos principais e filamentos finos e
curtos. Branquias laterais ausentes. Esterno IX com dois escleritos subtriangulares
pequenos e pouco esclerosados com cerdas curtas na regido anteromediana e cerdas
longas na margem posterolateral (Fig.18H), esclerito lateral ausente. Segmento X com

par de falsas pernas anais longas com garra simples e cerdas longas.

Nota. Macronema aff. immaculatum possui cabeca de coloragcdo marrom-escura e
apresenta uma mancha amarelada, de forma retangular na regido mediana do
frontoclipeo. A larva de Macronema pennyi, mostra essa mancha amarelada na cabeca,
mas sdo mais amareladas do que as da larva Macronema aff. immaculatum. A cabeca
também tem formato diferente nas duas espécies, sendo mais larga e arredondada em M.

aff. immaculatum que em M. pennyi.

A B

Figura 19. A — Macronema pennyi, cabeca em vista dorsal (imagem retirada de Vidovix,

2013). B — Macronema aff. immaculatum, cabeca em vista dorsal.

Biologia. As larvas foram coletadas em substrato rochoso em trechos de correnteza,

sendo encontradas em diferentes altitudes (desde 347 ma 1583 m).

Material examinado. — BRASIL: Rio de Janeiro: Guapimirim. Rio Soberbo,
represa final do parque, S22°29°45,5” W42°59°49,7”, 347 m, 2 larvas, 29.1x-02.x.2016,
A.P.M. Santos, K.A. Estevdo, A.A. Alves e A.L.R. Silva col.; Teresépolis. Cachoeira
Véu a Noiva, afluente Rio Beija-flor S22°26°54,4” W43°0°48,3”, 1583 m, 2 larvas, 26-
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29.i1.2016, A.P.M. Santos, K.A. Estevdo col.; Afluente do Rio Paquequer, estrada,
S22°27°18,76” W42°59°56,9”, 1142 m, 1 larva, 29.i-01.ii.2016, A.P.M. Santos, K.A.
Estevdo, A.A. Alves e A.L.R. Silva col.
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Figura 18. Macronema aff. immaculatum Mosely, 1933 larva. A — habito, vista lateral;

B — cabeca, vista dorsal; C — cabeca, vista ventral; D — mandibulas, vista dorsal; E -

notos torécicos, vista dorsal; | — Segmentos abdominais V111 e IX e falsa perna anal,

5.2.4. Caracteres importantes das larvas
A maioria das larvas difere principalmente pelo formato da cabeca, padrdo de
manchas e coloracdo da cabega, posicdo e forma dos sulcos estridulatorios, coxa da

perna anterior e 0 nimero de brénquias abdominais ventrais. Uma caracteristica
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observada nas larvas que foram associadas € o formato das mandibulas e os dentes, o
qual foi uma importante caracteristica para diferenciar as larvas das espécies. As larvas
de S. (R.) froehlichi associada e descrita por Gomes, 2016 (fig. 20) e as larvas
associadas para a mesma espécie no presente trabalho, embora tenham variacdes de
coloracdo, as mandibulas sdo muito similares. Para as demais larvas, cada espécie
apresentou caracteristicas diferentes no que se refere a mandibula.

Para 0 género Macronema a mandibula de Macronema aff. immaculatum, larva
associada no trabalho foi comparada com as larvas associadas no trabalho Vidovix,
2013 (fig. 20 ). Apesar de serem muito similares € possivel identificar a espécie pela

mandibula.

Figura 20. Imagem comparativa das Mandibulas. Smicridea froehlichi — A- Presente
trabalho; B — imagem extraida do trabalho Gomes (2016); Macronema, C — Macronema
aff. immaculatum; D — Macronema exophthalmum; E- Macronema fragile; F-

Macronema hageni. (imagens D - F extraidas de Vidovix (2013).
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Conclusao

1) No presente trabalho, o fragmento do DNA barcode se mostrou eficaz para a
associacdo de larvas e adultos de espécies da familia Hydropsychidae.

2) Utilizando esse método, foi possivel a associacdo de larvas de cinco espécies pela
primeira vez: Leptonema ferelunatum Jardim, Dumas & Nessimian, 2010; Leptonema
pallidum Gérin, 1834; Leptonema santosi Jardim, Dumas & Nessimian, 2010;
Smicridea (Rhyachophylax) ralphi, Almeida & Flint, 2002; Macronema aff.
immaculatum, Mosely.

3) A associacdo de Smicridea (Rhyacophylax) froehlichi Almeida & Flint, 2002, feita
por Gomes (2016) que utilizou o método de metamorfétipo, foi corroborada pela
associagdo molecular. Contudo, nas larvas associadas aqui foram observadas pequenas
variacOes nas caracteristicas morfoldgicas, provavelmente associadas as diferentes
localidades de coleta das larvas.

4) Dentre os caracteres morfoldgicos identificados, a forma da mandibula mostrou-se

bastante util na distin¢do das larvas em nivel especifico.
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Anexo | - Distancia intraespecifica utilizando o modelo K2P das sequéncias do gene mitocondrial Citocromo

Oxidase Subunidade | (COI) entre espécies do género Leptonema da familia Hydropsychidae.

Codigo/ Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1. Leptonema agraphum ENT214

2. Leptonema amplifurcatum ENT300 0,00781

3. Leptonema bifurcatodes ENT301 0,03201 0,02381

4. Leptonema bifurcatodes ENT377  0,03201 0,02381 0,00000

5. Leptonema ferelunatum ENT1899  0,03180 0,02367 0,01567 0,01567

6. Leptonema ferelunatum ENT213  0,03180 0,02367 0,01567 0,01567 0,00000

7. Leptonema pallidum ENT1893 0,04847 0,04007 0,04847 0,04847 0,03201 0,03201

8. Leptonema santosi ENT215 0,03180 0,04007 0,03180 0,03180 0,03169 0,03169 0,04822

9. Leptonema serratum ENT259 0,03201 0,02381 0,01575 0,01575 0,01567 0,01567 0,03180 0,03180

10.Leptonema stigmaticum ENT1079  0,04007 0,03180 0,02367 0,02367 0,02362 0,02362 0,03989 0,03989 0,00780

11.Leptonema tridens ENT309 0,03989 0,04822 0,05669 0,05669 0,05647 0,05647 0,05647 0,03980 0,03989 0,04807

12.Leptonema viridianum ENT437 0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847

13.Leptonema viridianum ENT438 0,06502 0,07371 0,08256 0,08256 0,08302 0,08302 0,06531 0,10024 0,08256 0,09115 0,05702 0,00781

14.Leptonema viridianum ENT439 0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847 0,00000 0,00781

15.Leptonema viridianum ENT440 0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847 0,00000 0,00781 0,00000

16.Lept viridi ENT441 0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847 0,00000 0,00781 0,00000 0,00000
17.Leptonema trispicatum KX143075 0,05744 0,04882 0,02381 0,02381 0,04007 0,04007 0,02367 0,04007 0,02381 0,03180 0,04822 0,06502 0,07371 0,06502 0,06502 0,06502
18.Leptonema trispicatum KX143258 0,04034 0,03201 0,00781 0,00781 0,02367 0,02367 0,04007 0,04007 0,00781 0,01567 0,04822 0,06502 0,07371 0,06502 0,06502 0,06502
19.Leptonema bifurcatum KX142541 0,04034 0,03201 0,00781 0,00781 0,02367 0,02367 0,04007 0,04007 0,02381 0,03180 0,06531 0,06502 0,07371 0,06502 0,06502 0,06502
20.Leptonema lineaticorne KX140753 0,10825 0,09932 0,10825 0,10825 0,09053 0,09053 0,09938 0,10839 0,10825 0,11724 0,13603 0,14614 0,13643 0,14614 0,14614 0,14614
21.Leptonema pallidum KX103282 0,03180 0,02367 0,04847 0,04847 0,03201 0,03201 0,01575 0,04822 0,03180 0,03989 0,03980 0,05669 0,06531 0,05669 0,05669 0,05669
22.Leptonema pallidum KX142237 0,04847 0,04007 0,06571 0,06571 0,04882 0,04882 0,01575 0,06531 0,04847 0,05669 0,05647 0,05669 0,06531 0,05669 0,05669 0,05669
23.Leptonema pallidum KX143219 0,04847 0,04007 0,04847 0,04847 0,03201 0,03201 0,00000 0,04822 0,03180 0,03989 0,05647 0,05669 0,06531 0,05669 0,05669 0,05669
24.Leptonema tridens KX141842 0,04822 0,05669 0,06531 0,06531 0,06502 0,06502 0,06502 0,04807 0,04822 0,05647 0,00781 0,05702 0,06571 0,05702 0,05702 0,05702
25.Leptonema tridens KX144684 0,04822 0,05669 0,06531 0,06531 0,06502 0,06502 0,06502 0,04807 0,04822 0,05647 0,00781 0,05702 0,06571 0,05702 0,05702 0,05702
26.Leptonema viridianum KX142982  0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847 0,00000 0,00781 0,00000 0,00000 0,00000
27.Leptonema viridianum KX144409  0,05647 0,06502 0,07371 0,07371 0,07409 0,07409 0,05669 0,09115 0,07371 0,08222 0,04847 0,00000 0,00781 0,00000 0,00000 0,00000
28.Leptonema sp. 1 ENT3620 0,04007 0,03180 0,02367 0,02367 0,00781 0,00781 0,02381 0,03989 0,02367 0,03169 0,06502 0,06531 0,07409 0,06531 0,06531 0,06531
29.Leptonema sp. 1 ENT3621 0,04007 0,03180 0,02367 0,02367 0,00781 0,00781 0,02381 0,03989 0,02367 0,03169 0,06502 0,06531 0,07409 0,06531 0,06531 0,06531
30.Leptonema sp. 1 ENT3622 0,04007 0,03180 0,02367 0,02367 0,00781 0,00781 0,02381 0,03989 0,02367 0,03169 0,06502 0,06531 0,07409 0,06531 0,06531 0,06531
31.Leptonema sp. 2 ENT3623 0,04847 0,04007 0,04847 0,04847 0,03201 0,03201 0,00000 0,04822 0,03180 0,03989 0,05647 0,05669 0,06531 0,05669 0,05669 0,05669
32.Leptonema sp. 1 ENT3641 0,04007 0,03180 0,02367 0,02367 0,00781 0,00781 0,02381 0,03989 0,02367 0,03169 0,06502 0,06531 0,07409 0,06531 0,06531 0,06531
33.Leptonema sp. 2 ENT3975 0,04847 0,04007 0,04847 0,04847 0,03201 0,03201 0,00000 0,04822 0,03180 0,03989 0,05647 0,05669 0,06531 0,05669 0,05669 0,05669
34.Leptonema sp. 3 ENT3976 0,04822 0,05669 0,04822 0,04822 0,04807 0,04807 0,06502 0,01567 0,04822 0,05647 0,05635 0,10901 0,09984 0,10901 0,10901 0,10901
Continuagéo

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

0,01575

0,01575 0,01575

0,12660 0,11734 0,11734

0,04007 0,04007 0,05702 0,09938

0,04007 0,05702 0,05702 0,11756 0,01575

0,02367 0,04007 0,04007 0,09938 0,01575 0,01575

0,05669 0,05669 0,07409 0,14565 0,04807 0,06502 0,06502

0,05669 0,05669 0,07409 0,14565 0,04807 0,06502 0,06502 0,00000

0,06502 0,06502 0,06502 0,14614 0,05669 0,05669 0,05669 0,05702 0,05702

0,06502 0,06502 0,06502 0,14614 0,05669 0,05669 0,05669 0,05702 0,05702 0,00000

0,03180 0,03180 0,01567 0,09938 0,04034 0,04034 0,02381 0,07371 0,07371 0,06531 0,06531

0,03180 0,03180 0,01567 0,09938 0,04034 0,04034 0,02381 0,07371 0,07371 0,06531 0,06531 0,00000

0,03180 0,03180 0,01567 0,09938 0,04034 0,04034 0,02381 0,07371 0,07371 0,06531 0,06531 0,00000 0,00000

0,02367 0,04007 0,04007 0,09938 0,01575 0,01575 0,00000 0,06502 0,06502 0,05669 0,05669 0,02381 0,02381 0,02381

0,03180 0,03180 0,01567 0,09938 0,04034 0,04034 0,02381 0,07371 0,07371 0,06531 0,06531 0,00000 0,00000 0,00000 0,02381

0,02367 0,04007 0,04007 0,09938 0,01575 0,01575 0,00000 0,06502 0,06502 0,05669 0,05669 0,02381 0,02381 0,02381 0,00000 0,02381

0,05669 0,05669 0,05669 0,10825 0,06502 0,08256 0,06502 0,06482 0,06482 0,10901 0,10901 0,05647 0,05647 0,05647 0,06502 0,05647 0,06502

73



Anexo Il - Distincia intraespecifica utilizando 0 modelo K2P das sequéncias do gene mitocondrial Citocromo

Oxidase Subunidade | (COI) entre espécies do género Smicridea da familia Hydropsychidae.

Codigo/ Espécie 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
S._(R.)_vermiculata_HM065502

S._(S.)_albosignata_ HM065052 0.06482

S._(S.)_albosignata_HM065054 0,06482  0,00000

S._(S.)palifera_HM065391 0,05635  0,04034  0,04034

S._(S.)_palifera_HM065392 0,06482  0,04882  0,04882 0,00781

S._(S.)_paranensis_HM065395 0,07345  0,04034  0,04034 0,03201 0,02381

S._(R.)_vermiculata_HM065501 0,00000 0,06482  0,06482 0,05635 0,06482 0,07345

S._(R.)_vermiculata_HM065503 0,00000 0,06482 0,06482 0,05635 0,06482 0,07345 0,00000

S._(R.)_ralphi_KX144016 004034 0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,04034 0,04034

S._(R.)_jundiai_KX103398 0,03201  0,05635  0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,03201 0,03201 0,04034

S._(R.)_coronata_KX104079 0,05744  0,06482  0,06482 0,09115 0,08222 0,07345 0,05744 0,05744 0,04882 0,02381

S._(R.)_discalis KX105834 005702 0,06474  0,06474 0,06474 0,07328 0,07328 0,05702 0,05702 0,02367 0,06571 0,07456

S._(R.)_spinulosa_KX105978 0,02381  0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,02381 0,02381 0,01575 0,04034 0,04882 0,03180

S._(S.)_palifera_KX106454 006482 0,04882  0,04882 0,00781 0,01575 0,04034 0,06482 0,06482 0,07345 0,07345 0,10024 0,07328 0,07345

S._(R.)_coronata_KX106703 004034 0,08222  0,08222 0,07345 0,06482 0,05635 0,04034 0,04034 0,06621 0,02381 0,03201 0,06571 0,04882 0,08222

S._(R.)_jundiai_ KX107063 0,04034  0,04802  0,04802 0,07345 0,06482 0,05635 0,04034 0,04034 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,08222 0,03201
S._(R.)_discalis_KX107132 0,05702  0,06474 0,06474 0,06474 0,07328 0,07328 0,05702 0,05702 0,02367 0,06571 0,07456 0,00000 0,03180 0,07328 0,06571 0,05702
S._(R.)_iguazu_KX107272 0,02381 005635 0,05635 0,06482 0,07345 0,08222 0,02381 0,02381 0,01575 0,04034 0,04882 0,04007 0,03201 0,07345 0,06621 0,04882
S._(R.)_iguazu_KX107618 0,02381  0,05635 0,05635 0,06482 0,07345 0,08222 0,02381 0,02381 0,01575 0,04034 0,04882 0,04007 0,03201 0,07345 0,06621 0,04882
S._(S.)_albosignata_KX141917 0,07345  0,02381  0,02381 0,04882 0,04034 0,01575 0,07345 0,07345 0,06482 0,04802 0,05635 0,07328 0,06482 0,05744 0,05635 0,05635
S._(R.)_ralphi_KX142093 0,04034 003982 0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,04034 0,04034 0,00000 0,04034 0,04882 0,02367 0,01575 0,07345 0,06621 0,03201
S._(S.)_paranensis_KX142436 0,07345 004034  0,04034 0,03201 0,02381 0,00000 0,07345 0,07345 0,08222 0,04802 0,07345 0,07328 0,08222 0,04034 0,05635 0,05635
S._(R.)_jundiai_KX142681 003201 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,03201 0,03201 0,04034 0,00000 0,02381 0,06571 0,04034 0,07345 0,02381 0,00781
S._(R.)_spinulosa_KX142834 002381 0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,02381 0,02381 0,01575 0,04034 0,04882 0,03180 0,00000 0,07345 0,04882 0,03201
S._(R.)_unguiculata_KX142992 0,04034  0,04802  0,04802 0,05635 0,06482 0,07345 0,04034 0,04034 0,03201 0,04034 0,04882 0,03180 0,01575 0,06482 0,04882 0,03201
S._(R.)_spinulosa_KX143053 002381 0,05635 0,05635 0,06482 0,07345 0,08222 0,02381 0,02381 0,03201 0,04034 0,04882 0,04847 0,01575 0,07345 0,04882 0,04882
S._(R.)_ralphi_KX144435 0,04034  0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,04034 0,04034 0,00000 0,04034 0,04882 0,02367 0,01575 0,07345 0,06621 0,03201
S._(R.)_froelichi ENT3772 0,02381  0,05635  0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(R.)_froelhichi ENT3773 002381 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(S.)_palifera_ENT3774 006482 0,04882  0,04882 0,00781 0,00000 0,02381 0,06482 0,06482 0,07345 0,05635 0,08222 0,07328 0,07345 0,01575 0,06482 0,06482
S._(S.)_sp_1_ENT3785 006482 0,01575  0,01575 0,04034 0,04882 0,02381 0,06482 0,06482 0,05635 0,05635 0,06482 0,06474 0,05635 0,04882 0,06482 0,06482
S._(R.)_sp_3 ENT3794 002381 0,05635  0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(R.)_sp_3_ENT3795 002381 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(S.)_sp_4_ENT3798 0,05635  0,00781  0,00781 0,03201 0,04034 0,03201 0,05635 0,05635 0,04802 0,04802 0,05635 0,07328 0,04802 0,04034 0,07345 0,05635
S._(R.)_sp_5_ENT3800 0,04034  0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,04034 0,04034 0,00000 0,04034 0,04882 0,02367 0,01575 0,07345 0,06621 0,03201
S._(R.)_. NT3801 0,02381 005635 0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(R.)_sp_3_ENT3803 002381 0,05635  0,05635 0,06482 0,05635 0,04802 0,02381 0,02381 0,03201 0,00781 0,03201 0,05702 0,03201 0,07345 0,03201 0,01575
S._(S.)_sp_6_ENT3805 006482 0,01575  0,01575 0,04034 0,03201 0,02381 0,06482 0,06482 0,05635 0,03982 0,04802 0,08198 0,05635 0,04882 0,06482 0,04802
8. (S.)_sp_1_ENT3832 0,06482 001575 0,01575 0,04034 0,04882 0,02381 0,06482 0,06482 0,05635 0,05635 0,06482 0,06474 0,05635 0,04882 0,06482 0,06482
S._(S8.)_sp_2 ENT3833 0,09115 004034  0,04034 0,03201 0,02381 0,01575 0,09115 0,09115 0,06482 0,06482 0,07345 0,05633 0,08222 0,04034 0,07345 0,07345
8. (S.)_sp_2 ENT3834 009115 0,04034  0,04034 0,03201 0,02381 0,01575 0,09115 0,09115 0,06482 0,06482 0,07345 0,05633 0,08222 0,04034 0,07345 0,07345
S._(S.)_sp_6_ENT3806 0,06482 001575 0,01575 0,04034 0,03201 0,02381 0,06482 0,06482 0,05635 0,03982 0,04802 0,08198 0,05635 0,04882 0,06482 0,04802
S._(R.)_sp_2_ENT3979 0,09115  0,04034  0,04034 0,03201 0,02381 0,01575 0,09115 0,09115 0,06482 0,06482 0,07345 0,05633 0,08222 0,04034 0,07345 0,07345
S.(S.)_ ENT3980 0,09984  0,04847  0,04847 0,04007 0,03180 0,02367 0,09984 0,09984 0,07328 0,07328 0,08198 0,06475 0,09083 0,04847 0,08198 0,08198
S. (S.)_sp_1_ENT3983 006482 0,01575  0,01575 0,04034 0,04882 0,02381 0,06482 0,06482 0,05635 0,05635 0,06482 0,06474 0,05635 0,04882 0,06482 0,06482
S. (R.)_sp_5_ENT3799 004034 0,03982  0,03982 0,06482 0,07345 0,08222 0,04034 0,04034 0,00000 0,04034 0,04882 0,02367 0,01575 0,07345 0,06621 0,03201
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51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
0,04007
0,04007  0,00000
0,07328 0,06482 0,06482
0,02367 0,01575 0,01575 0,06482
0,07328 0,08222 0,08222 0,01575 0,08222
0,06571 0,04034 0,04034 0,04802 0,04034 0,04802
0,03180 0,03201 0,03201 0,06482 0,01575 0,08222 0,04034
0,03180 0,04882 0,04882 0,07345 0,03201 0,07345 0,04034 0,01575
0,04847 0,03201 0,03201 0,06482 0,03201 0,08222 0,04034 0,01575 0,03201
0,02367 0,01575 0,01575 0,06482 0,00000 0,08222 0,04034 0,01575 0,03201 0,03201
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201 0,00000
0,07328 0,07345 0,07345 0,04034 0,07345 0,02381 0,05635 0,07345 0,06482 0,07345 0,07345 0,05635 0,05635
0,06474 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,02381 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,05635 0,05635 0,05635 0,04882
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201 0,00000 0,00000 0,05635 0,05635
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201 0,00000 0,00000 0,05635 0,05635 0,00000
0,07328 0,04802 0,04802 0,01575 0,04802 0,03201 0,04802 0,04802 0,05635 0,04802 0,04802 0,04802 0,04802 0,04034 0,00781 0,04802 0,04802
0,02367 0,01575 0,01575 0,06482 0,00000 0,08222 0,04034 0,01575 0,03201 0,03201 0,00000 0,03201 0,03201 0,07345 0,05635 0,03201 0,03201 0,04802
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201 0,00000 0,00000 0,05635 0,05635 0,00000 0,00000 0,04802 0,03201
0,05702 0,03201 0,03201 0,04802 0,03201 0,04802 0,00781 0,03201 0,04882 0,03201 0,03201 0,00000 0,00000 0,05635 0,05635 0,00000 0,00000 0,04802 0,03201 0,00000
0,08198 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,02381 0,03982 0,05635 0,06482 0,05635 0,05635 0,03982 0,03982 0,03201 0,01575 0,03982 0,03982 0,00781 0,05635 0,03982
0,06474 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,02381 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,05635 0,05635 0,05635 0,04882 0,00000 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,05635
0,05633 0,06482 0,06482 0,01575 0,06482 0,01575 0,06482 0,08222 0,07345 0,08222 0,06482 0,06482 0,06482 0,02381 0,02381 0,06482 0,06482 0,03201 0,06482 0,06482
005633 006482 006482 001575 006482 001575 006482 008222 007345 008222 006482 006482 0,06482 002381 002381 006482 006482 0,03201 0,06482 0,06482
0,08198 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,02381 0,03982 0,05635 0,06482 0,05635 0,05635 0,03982 0,03982 0,03201 0,01575 0,03982 0,03982 0,00781 0,05635 0,03982
0,05633 0,06482 0,06482 0,01575 0,06482 0,01575 0,06482 0,08222 0,07345 0,08222 0,06482 0,06482 0,06482 0,02381 0,02381 0,06482 0,06482 0,03201 0,06482 0,06482
0,06475 0,07328 0,07328 0,02367 0,07328 0,02367 0,07328 0,09083 0,08198 0,09083 0,07328 0,07328 0,07328 0,03180 0,03180 0,07328 0,07328 0,04007 0,07328 0,07328
0,06474 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,02381 0,05635 0,05635 0,06482 0,05635 0,05635 0,05635 0,05635 0,04882 0,00000 0,05635 0,05635 0,00781 0,05635 0,05635
0,02367 0,01575 0,01575 0,06482 0,00000 0,08222 0,04034 0,01575 0,03201 0,03201 0,00000 0,03201 0,03201 0,07345 0,05635 0,03201 0,03201 0,04802 0,00000 0,03201
71 T2 73 74 75 76 b £ £ 78 79

0,03982

0,05635 0,01575

0,06482 0,02381 0,02381

0,06482 0,02381 0,02381 0,00000

0,03982 0,00000 0,01575 0,02381 0,02381

0,06482 0,02381 0,02381 0,00000 0,00000 0,02381

0,07328 0,03180 0,03180 0,00780 0,00780 0,03180 0,00780

0,05635 0,01575 0,00000 0,02381 0,02381 0,01575 0,02381 0,03180

0,03201 0,05635 0,05635 0,06482 0,06482 0,05635 0,06482 0,07328 0,05635
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Anexo Il - Distancia intraespecifica utilizando o modelo K2P das sequéncias do gene mitocondrial Citocromo

Oxidase Subunidade | (COI) entre espécies do género Macronema da familia Hydropsychidae.

Codigo/ Espécie 81 8 8 84 8 8 87 88 8 90 91 92 93
81.Macrostemum erichson KX294870

82.Macrostemum hyalinum KX294504 0,04847

83.Macrostemum hyalinum KX295260 0,03201 0,04847

84.Macrostemum hyalinum KX295343 0,03201 0,04847 0,00000

85.Macrostemum ulmeri KX143228 0,03201 0,01567 0,03201 0,03201

86.Macrostemum sp. ENT3617 0,02381 0,05702 0,02381 0,02381 0,04034

87.Macrostemum sp. ENT3618 0,02381 0,05702 0,02381 0,02381 0,04034 0,00000

88.Macrostemum sp. ENT3619 0,02381 0,05702 0,02381 0,02381 0,04034 0,00000 0,00000

89.Macrostemum brasilienses ENT3984 0,03201 0,03180 0,03201 0,03201 0,03201 0,02381 0,02381 0,02381

90.Macrostemum digramma ENT3990 0,03201 0,03180 0,04882 0,04882 0,03201 0,04034 0,04034 0,04034 0,03201

91.Macronema sp. ENT3631 0,07409 0,07371 0,08302 0,08302 0,08302 0,07409 0,07409 0,07409 0,08302 0,08302

92.Macrostemum digramma ENT3987 0,03201 0,03180 0,04882 0,04882 0,03201 0,04034 0,04034 0,04034 0,03201 0,00000 0,08302

93.Macronema aff. immaculatum ENT3989  0,07409 0,07371 0,08302 0,08302 0,08302 0,07409 0,07409 0,07409 0,08302 0,08302 0,00000 0,08302
94.Macronema sp. ENT3630 0,07409 0,07371 0,08302 0,08302 0,08302 0,07409 0,07409 0,07409 0,08302 0,08302 0,00000 0,08302 0,00000
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