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Resumo

Pseudostigmatidae tem recebido aten¢ao taxondmica nos ultimos anos, porém ainda hé a
necessidade de compreender com maior seguranga o seu posicionamento filogenético e
se € um grupo natural. Além disso, ndo ha até agora uma hipétese filogenética que reflita
a diversidade encontrada nessa familia. Com o intuito de testar a posi¢ao filogenética de
Pseudostigmatidae, assim como reconstruir as relagdes entre os géneros e espécies desta
familia, foram realizados estudos filogenéticos com dados morfolégicos, moleculares e
dados morfolégicos e moleculares combinados. Para isso, o estudo apresentou uma maior
amostragem de suas linhagens internas, adicdo de novos caracteres morfologicos e
reinterpretagdo de caracteres usados em trabalhos anteriores. O posicionamento de
Pseudostigmatidae e as relagdes filogenéticas intergenéricas e interespecificas dessa
familia foram inferidos através da andlise de Maxima Parcimdnia com pesagem igual e
implicita, e por meio de analises de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca.
Nas andlises para inferir o posicionamento de Pseudostigmatidae, a familia resultou
difilética, e se torna monofilética com a transferéncia de Coryphagrion grandis para
Coenagrionidae. Os resultados das analises com dados morfologicos com pesagem
implicita e com dados moleculares para verificar as relagdes entre géneros e espécies de
Pseudostigmatidae apresentam evidéncias para a monofilia de Platystigma. Os dados
moleculares foram essenciais para complementar a elucidacdo do relacionamento entre
os géneros, apesar do relacionamento entre as espécies de alguns géneros ainda
permanecerem dubios. Portanto, sugere-se a inclusdo de espécies ndo amostradas ¢ de
outros genes para uma melhor defini¢ao de hipdteses do relacionamento entre as espécies,
especialmente de Mecistogaster e Platystigma. Adicionalmente, foi feito um estudo
taxondmico das espécies desses dois géneros de Pseudostigmatidae, j4 que incluem
espécies e subespécies com status taxondomico mal definido, descritas de forma
incompleta e com base em caracteres que sdo variaveis. Esse estudo resultou na
redescricdo dos machos de Mecistogaster linearis, M. ornata, Platystigma buckleyi e P.
jocaste, e na criagdo de uma chave taxondmica atualizada de Mecistogaster com
fotografias dos principais caracteres. Além disso, € sugerida a sinonimia de Mecistogaster
kesselringi, M. nordestina e M. mielkei com M. amalia, assim como de Platystigma
humaita e P. quadratum com P. buckleyi.

Palavras-chave: Libélulas. Filogenia. Genética. Monofiletismo. Morfologia. Neotropico.
Pseudostigmatidae. Taxonomia. Zygoptera.



Abstract

Pseudostigmatidae has received taxonomic attention in recent years, but there is still a
need to better understand its phylogenetic position and whether it is a natural group.
Furthermore, so far there is no phylogenetic hypothesis that reflects the diversity found
in this family. In order to test the phylogenetic position of Pseudostigmatidae, as well as
to reconstruct the relationships between the genera and species of this family,
phylogenetic studies were carried out with morphological, molecular and combined
morphological and molecular data. For that, the study presented a larger sampling of its
internal lineages, addition of new morphological characters and reinterpretation of
characters used in previous studies. The positioning of Pseudostigmatidae and the
intergeneric and interspecific phylogenetic relationships of this family were inferred
through Maximum Parsimony analysis with equal and implicit weighing, and through
Bayesian Inference and Maximum Likelihood analyses. In the analyses to infer the
position of Pseudostigmatidae, the family was diphyletic, and becomes monophyletic
with the transference of Coryphagrion grandis to Coenagrionidae. The results of analyses
with morphological data with implicit weighing and with molecular data to verify the
relationships between genera and species of Pseudostigmatidae present evidence for the
monophyly of Platystigma. Molecular data were essential to complement the elucidation
of the phylogenetic relationship between the genera, although the relationship between
the species of some genera remains unclear. Therefore, the inclusion of non-sampled
species and other genes is suggested for a better definition of hypotheses of the
relationship between species, especially Mecistogaster and Platystigma. Additionally, a
taxonomic study of the species of these two genera of Pseudostigmatidae was carried out
as there are species and subspecies with poorly defined taxonomic status, incompletely
described and based on characters that are variable. The study resulted in the redescription
of males of Mecistogaster linearis, M. ornata, Platystigma buckleyi and P. jocaste, and
in the development of an updated taxonomic key of Mecistogaster with photographs of
the main characters. Furthermore, the synonymy of Mecistogaster kesselringi, M.
nordestina and M. mielkei with M. amalia is suggested, as well as of Platystigma humaita
and P. quadratum with P. buckleyi.

Keywords: Damselflies. Phylogeny. Genetics. Monophyly. Morphology. Neotropical.
Pseudostigmatidae. Taxonomy. Zygoptera.
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INTRODUCAO GERAL

A ordem Odonata (Insecta, Pterygota, Palacoptera) contém mais de 6.300 espécies
descritas (Paulson & Schorr, 2020) ocorrentes em todos os continentes, exceto na
Antartica. Essa ordem compreende trés subordens: Zygoptera (33 familias), Anisoptera
(12 familias) e Anisozygoptera (1 familia) (Bybee et al., 2021) que sdo popularmente
conhecidas como libélula, donzelinha, lava-bunda, jacinta, helicoptero, dentre outros
nomes (Souza et al., 2007; Brasil & Vilela, 2019).

O ciclo de vida desses insetos inclui uma fase imatura aquatica (ninfa), sendo poucas
ninfas terrestes, ¢ uma fase madura terrestre-aérea (adulto) (Suhling ef al., 2015). As
ninfas se desenvolvem em ambientes aquaticos 1€nticos, 16ticos, ou em fitotelmatas no
caso de alguns Zygoptera. Odonata possui caracteristicas Uinicas no Reino Animal. Uma
delas ¢ a modificagao do lIabio da ninfa em uma estrutura prénsil e protratil (chamada de
mascara labial) altamente especializada e eficiente para a captura de presas. A outra € o
mecanismo de transferéncia indireta e externa do gameta masculino de onde ¢ produzido
(abertura genital no segmento 9) para o 6rgao copulatorio no segmento abdominal 2 ou
3, este que ndo ¢ homologo a qualquer outro 6rgao no Reino Animal (Tillyard, 1917). Por
consequéncia disso, o macho e a fémea apresentam um comportamento de copula
diferente e peculiar (Corbet, 1962).

As ninfas de Zygoptera sdo caracterizadas por possuirem corpo alongado e trés branquias
lamelares caudais, e os adultos possuem asas similares, olhos separados e normalmente
pousam com asas fechadas (Souza ef al., 2007). As ninfas de Anisoptera apresentam
corpo robusto, ndo possuem branquias caudais, porém tém cinco apéndices caudais, e
comumente tém espinhos abdominais (Souza et al., 2007). J4 os adultos apresentam asas
anteriores e posteriores com formatos diferentes, olhos juntos e normalmente pousam
com as asas abertas (Souza et al, 2007). As ninfas de Anisozygoptera sdo
morfologicamente similares as ninfas de Anisoptera (St. Quentin & Beier, 1968). J4 em
relagdo aos adultos, Anisozygoptera possui caracteristicas morfologicas das outras duas
subordens. As asas anteriores e posteriores sdo similares as asas de Zygoptera, e assim
como em Zygoptera fecham as asas quando em repouso, e o formato do corpo e apéndices
caudais sdao semelhantes aos de Anisoptera (St. Quentin & Beier, 1968).

Tanto as ninfas quanto os adultos possuem hébitos predatorios exclusivamente de presas
vivas (Corbet, 1980), sendo importantes na regulagao de superpopulacdes de mosquitos
vetores de doencas (Corbet, 1999). Além disso, sdo importantes bioindicadores de
qualidade de agua (Corbet, 1999). Entretanto, as ninfas ainda sdo pouco conhecidas e
estudadas, o que gera uma lacuna consideravel em trabalhos ecologicos, taxonomicos e
filogenéticos. Dentre os desafios encontrados para o estudo das ninfas estdo: 1) descrigdo
das ninfas precisam ser atualizadas e a falta de chaves para as ninfas dificultam a
identificacdo; 2) dificuldade de coletd-las em seu ultimo estagio de desenvolvimento,
quando € possivel realizar a sua identificacdo ou descri¢do; e 3) criagdo desses organismos
em laboratorio até a emergéncia do adulto. Essa lacuna do conhecimento das ninfas
também se aplica as fémeas ja que em alguns géneros a identificagdo das fémeas so ¢
possivel quando coletada em cépula com o macho. Algumas espécies de fémeas sao
morfologicamente similares entre si e sem um estudo detalhado da sua morfologia a partir
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da sua associagdo com o macho se torna inviavel a sua identificacdo ¢ o seu uso em
estudos filogenéticos.

Zygoptera ¢ a subordem mais bem estudada atualmente em todos os aspectos da biologia
(historia natural, evolucao, taxonomia, filogenia), especialmente a superfamilia
Coenagrionoidea Kirby, 1890, maior superfamilia da subordem e que recebeu maior
atencao nos ultimos anos (O’Grady & May, 2003; Carle et al., 2008; Pessacq, 2008). Essa
superfamilia era constituida por Coenagrionidae, Protoneuridae, Platycnemididae e
Pseudostigmatidae (Bybee et al., 2008; Carle et al., 2008). Porém, na tltima classificagao
de Dijkstra et al. (2013) foi sugerida a inclusao de Pseudostigmatidae e Protoneuridae
como subfamilias de Coenagrionidae, e Isostictidae foi adicionada em Coenagrionoidea,
reorganizacao proposta por Dijkstra et al. (2014). Portanto, na classificacdo mais atual
Coenagrionoidea ¢ composta por Coenagrionidae, Isostictidae e Platycnemididae,
representando aproximadamente 60% de todas as espécies de Zygoptera (Dijkstra ef al.,
2014). As ninfas dessa superfamilia sdo caracterizadas por possuirem a borda anterior do
premento inteira ou quase inteira e palpos com presenga de cerdas (presentes também em
Lestidae) (Dijkstra et al., 2014). Os adultos compartilham a venagao das asas simplificada
em comparagdo com outros grupos que apresentam veias longitudinais adicionais
(Dijkstra et al., 2014). Dentre essas familias, Coenagrionidae ¢ a mais diversa, sendo a
subfamilia Pseudostigmatinae (segundo a proposta de Dijkstra et al., 2014) a unica
composta por libélulas florestais (Fincke & Hedstrom, 2008). Apesar dessa classificagao
recente, o presente estudo tratara Pseudostigmatidae como uma familia.

Pseudostigmatidae ¢ representada por 24 espécies, em 7 gé€neros, sendo seis géneros
exclusivos do neotropico (Anomisma McLachlan, 1877, Mecistogaster Rambur, 1842,
Megaloprepus Rambur, 1842, Microstigma Rambur, 1842, Pseudostigma Selys, 1860 e
Platystigma Kennedy, 1920) e um género africano Coryphagrion Morton, 1924 restrito
as florestas do Quénia, Tanzania e Mocambique (Machado & Soldati, 2017).
Recentemente, o género monotipico Megaloprepus foi questionado, podendo se tratar de
um complexo de espécies. Feindt et al. (2014); Fincke et al., 2018 e Feindt (2019)
apresentaram evidéncias para o estabelecimento de mais de uma espécie no género. O
formato, tamanho e posicao das regides coloridas nas asas de Megaloprepus, o formato
da dobra na base do segmento III do pénis, o formato do protérax e dos cercos dos
machos, assim como medidas de diferenciacdo genética, aliadas a distribui¢do e histéria
evolutiva permitiram classificar o género em quatro espécies (Feindt ef al., 2014; Feindt,
2019): a espécie nominal M. caerulatus; duas espécies previamente descritas por Selys
(1860), posteriormente consideradas como subespécies por Steinmann (1997) e Heckman
(2008) e que foram reerguidas a nivel de espécie (M. brevistigma e M. latipennis); € uma
possivel espécie nova que ainda ndo foi publicada (Feindt, 2019).

Os pseudostigmatideos possuem comportamento de oviposi¢ao em fitotelmata, como em
agua acumulada em orificios nos troncos de arvores, colmos de bambu ou tanques de
bromélias (Corbet, 1983). Além disso, possuem um comportamento alimentar exclusivo
ao capturar aranhas e as presas das aranhas diretamente nas teias (Fincke, 1984). Quando
em pouso ficam com o abdomen pendente (Carvalho e Calil, 2000). A posicao
filogenética de Pseudostigmatidae dentro de Zygoptera permanece incerta, mesmo apos
pesquisas filogenéticas recentes (Dijkstra et al, 2014), assim como as relagdes
filogenéticas entre todos os géneros e espécies sdo desconhecidas.
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CAPITULO 1 Relagées filogenéticas de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera)
utilizando dados morfologicos e moleculares

RESUMO

Pseudostigmatidae tem recebido aten¢ao taxondmica nos tltimos anos, porém ainda hd a
necessidade de compreender com maior seguranga o seu posicionamento filogenético e
se ¢ um grupo natural. Além disso, ndo ha até agora uma hipdtese filogenética que reflita
a diversidade encontrada nessa familia. Com o intuito de testar a posi¢ao filogenética de
Pseudostigmatidae, assim como reconstruir as relagdes entre os géneros e espécies desta
familia, foram realizados estudos filogenéticos com dados morfolégicos, moleculares e
dados morfoldgicos e moleculares combinados (Mor-Mol). Para isso, o estudo apresentou
uma maior amostragem de suas linhagens internas, adicdo de novos caracteres
morfologicos e reinterpretagdo de caracteres usados em trabalhos anteriores. O
posicionamento de Pseudostigmatidae e as relacdes filogenéticas intergenéricas e
interespecificas dessa familia foram inferidos através da analise de Maxima Parcimonia
(MP) com pesagem igual e implicita, e por meio de andlises de Inferéncia Bayesiana (IB)
e Maxima Verossimilhanga (MV). Nas andlises para inferir o posicionamento de
Pseudostigmatidae, a familia resultou difilética, e se torna monofilética com a
transferéncia de Coryphagrion grandis para Coenagrionidae. Os resultados das analises
com dados morfologicos com pesagem implicita e com dados moleculares para verificar
as relacdes entre géneros e espécies de Pseudostigmatidae apresentam evidéncias para a
monofilia de Platystigma. Este € o primeiro trabalho que possui representatividade de
todos os géneros de Pseudostigmatidae e sugere a sua monofilia, com base em trés
conjuntos de dados distintos. Os dados moleculares foram essenciais para complementar
a elucidacdao do relacionamento entre os géneros, apesar do relacionamento entre as
espécies de alguns géneros ainda permanecerem dubios. Portanto, sugere-se a inclusdo de
espécies ndo amostradas e de outros genes para uma melhor definicdo de hipoteses do
relacionamento entre as espécies, especialmente de Mecistogaster e Platystigma.

Palavras-chave: genética, monofiletismo, morfologia, filogenia, libélulas, Zygoptera.

ABSTRACT

Pseudostigmatidae has received taxonomic attention in recent years, but there is still a
need to better understand its phylogenetic position and whether it is a natural group.
Furthermore, so far there is no phylogenetic hypothesis that reflects the diversity found
in this family. In order to test the phylogenetic position of Pseudostigmatidae, as well as
to reconstruct the relationships between the genera and species of this family,
phylogenetic studies were carried out with morphological, molecular and combined
morphological and molecular data (Mor-Mol). For that, the study presented a larger
sampling of its internal lineages, addition of new morphological characters and
reinterpretation of characters used in previous studies. The positioning of
Pseudostigmatidae and the intergeneric and interspecific phylogenetic relationships of
this family were inferred through Maximum Parsimony (MP) analysis with equal and
implicit weighing, and through Bayesian Inference (IB) and Maximum Likelihood (MV)
analyses. In the analyses to infer the position of Pseudostigmatidae, the family was
diphyletic, and becomes monophyletic with the transference of Coryphagrion grandis to
Coenagrionidae. The results of analyses with morphological data with implicit weighing
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and with molecular data to verify the relationships between genera and species of
Pseudostigmatidae present evidence for the monophyly of Platystigma. This is the first
study that has sample all Pseudostigmatidae genera and suggests its monophyly, based on
three distinct datasets. Molecular data were essential to complement the elucidation of
the phylogenetic relationship between the genera, although the relationship between the
species of some genera remains unclear. Therefore, the inclusion of non-sampled species
and other genes is suggested for a better definition of hypotheses of the relationship
between species, especially Mecistogaster and Platystigma.

Keywords: genetics, monophyly, morphology, phylogeny, damselflies, Zygoptera.

INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas houve um consideravel progresso na sistematica de Odonata,
especialmente pela inclusao de dados moleculares. Apesar desse avango, as relagdes entre
as familias de Zygoptera, principalmente, permanecem incertas (Costa et al., 2012). As
relagdes filogenéticas de alguns grupos que compdem Coenagrionoidea demonstram que
ha uma grande diversidade de hipdteses sobre como os taxons se relacionam. Em
particular, hipdteses das relacdes filogenéticas com dados morfoldgicos entre as familias
Coenagrionidae, Protoneuridae e Pseudostigmatidae, sdo baseadas em caracteres que ndo
estavam bem definidos e as relagdes de muitos tdxons ndo foram resolvidas (O’Grady &
May, 2003 e Rehn, 2003). Nos estudos moleculares (Carle ef al., 2008, Dumont ef al.,
2010 e Dijkstra ef al., 2014) os resultados revelaram relacionamentos inesperados, sendo
que o estudo de Dijkstra et al. (2014) foi composto por uma extensa amostragem e foi
uma das maiores contribuicdes filogenéticas de Zygoptera.

Os limites de Pseudostigmatidae sdo uma das questdes centrais no estudo dos
Coenagrionoidea. Nas relacdes filogenéticas apresentadas por Bybee et al. (2008), Carle
et al. (2008) e Dijkstra et al. (2014), Coenagrionidae ¢ polifilética e Pseudostigmatidae ¢
monofilética. Em Bybee et al. (2008) Pseudostigmatidae ¢ grupo-irmao de um dos clados
de Coenagrionidae, e em Carle et al. (2008) e Dijkstra ef al. (2014) Pseudostigmatidae ¢
grupo-irmao de uma espécie de Coenagrionidae. Nestes dois ultimos estudos os autores
sugeriram Bromeliagrion, Diceratobasis e Leptobasis como géneros proximamente
relacionados a Pseudostigmatidae ou a inclusdo desses géneros dentro dessa familia. Em
O’Grady & May (2003) e Dumont et al. (2010), Coenagrionidae ¢ polifilética e
Pseudostigmatidae foi representada por uma unica espécie, que no primeiro estudo se
posicionou como taxon-irmao de Lestidae e no segundo estudo estd aninhada em
Coenagrionidae. Na filogenia encontrada por Rehn (2003), Coenagrionidae se encontra
em uma tricotomia com Pseudostigmatidae e outras familias.

Baseado em dados moleculares, Carle et al. (2008) encontraram os taxons de
Coenagrionidae separados em dois grupos-irmaos - um composto por tdxons que
apresentam a fronte da cabeca angulada (chamado de “ridge-faced Coenagrionidae” por
Dijkstra et al., 2014), e outro composto por aqueles que apresentam a fronte da cabeca
arredondada (chamado de “core Coenagrionidae” por Dijkstra et al., 2014). Protoneuridae
ndo foi recuperada como monofilética em nenhuma dessas analises citadas anteriormente,
assim como em Pessacq (2008), e foi separada em duas linhagens: Protoneuridae do
“Velho Mundo” (Disparoneurinae sensu Fraser, 1957), representada por espécies
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distribuidas nas regides Paleartica, Etiopica e Australiana; e Protoneuridae do “Novo
Mundo” (Protoneurinae sensu Jacobson & Bianchi, 1905), clado composto por espécies
distribuidas nas regides Neartica e Neotropical. Protoneuridae do “Velho Mundo” esta
mais proximamente relacionada a Platycnemididae (Bybee et al., 2008; Carle et al.,
2008), e em Dijkstra et al. (2014) a linhagem do Velho Mundo foi incorporada em
Platycnemididae como Disparoneurinae. A linhagem americana possui uma posi¢ao
incerta em Bybee et al. (2008), porém Dijkstra et al. (2014) sugerem Protoneuridae do
“Novo Mundo” e Pseudostigmatidae como subfamilias de Coenagrionidae.

Além disso, ha questionamentos sobre a posi¢ao filogenética de Coryphagrion grandis
Morton, 1924. No estudo de Groeneveld et al., 2007; Ingley et al., 2012 e Feindt et al.,
2014, C. grandis ¢ considerado representante de Pseudostigmatidae, nos quais ela aparece
como taxon-irmao de todos os outros pseudostigmatideos. J4 Toussaint et al. (2019)
sugerem C. grandis como parte de Coenagrionidae.

Pseudostigmatidae foi descrita como uma nova divisdo Pseudostigmatina por Kirby
(1890) e foi elevada a nivel de subfamilia por Munz (1919). A subfamilia
Pseudostigmatinae era composta apenas por Anomisma, Pseudostigma e Megaloprepus,
caracterizada por mais de uma fileira de células entre a veia CuA e a margem anal da asa
e cercos reduzidos. Posteriormente, Tillyard & Fraser (1938) elevaram
Pseudostigmatinae a nivel de familia. Bechly (1995) apresentou Anomisma,
Mecistogaster, Pseudostigma, Microstigma e Megaloprepus como representantes de
Pseudostigmatidae. Nesse mesmo trabalho, indicou uma familia monoespecifica
Coryphagrionidae composta apenas por Coryphagrion grandis ja que essa espécie
possuia caracteristicas morfoldgicas exclusivas, ndo compartilhadas pelos representantes
de outras familias. Bechly (1996) criou a subfamilia Mecistogastrinae, representada
apenas pelo género-tipo Mecistogaster, caracterizada por ninfas com as branquias caudais
fortemente pedunculadas.

A classificagdo mais aceita atualmente para Coenagrionoidea foi proposta por Dijkstra et
al. (2014) e divide a superfamilia em trés familias: Isostictidae, Platycnemididae e
Coenagrionidae. Coenagrionidae sensu Kirby, 1890 ¢ a familia com maior
representatividade, composta por seis subfamilias (Agriocnemidinae, Ischnurinae,
Pseudagrioninae, Protoneurinae, Pseudostigmatinae e Teinobasinae), 115 géneros
(Dijkstra et al., 2014) e 1.358 espécies (Paulson & Schorr, 2020). Apesar dessa
classificagdo ser aceita e utilizada, os resultados filogenéticos sdo conflitantes entre os
diferentes estudos citados anteriormente.

Com o intuito de obter hipoteses filogenéticas robustas, o presente estudo adicionou
taxons nao usados anteriormente, principalmente neotropicais € novos caracteres
morfoldgicos e moleculares, assim como foi feita uma revisao dos caracteres ja utilizados
na literatura. Assim, este estudo propde: 1) inferir a posicdo filogenética de
Pseudostigmatidae em relagdo a Coenagrionidae e Protoneuridae e 2) reconstruir as
relagdes filogenéticas entre géneros e espécies de Pseudostigmatidae, utilizando dados
morfoldgicos, moleculares e dados morfoldgicos e moleculares combinados. Cada uma
dessas hipoteses esta apresentada respectivamente no Estudo 1 e no Estudo 2 deste
capitulo.
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Estudo 1 Posicado filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera) utilizando
dados morfologicos, moleculares e dados morfologicos e moleculares combinados

MATERIAL E METODOS
2.1 Filogenia com dados morfologicos
2.1.1 Obtencao de dados morfolégicos

O material examinado esta depositado nas seguintes instituicdes, com seus respectivos
curadores:

CCT-UFMG - Colecdo A.B.M. Machado do Centro de Cole¢des TaxonOmicas da
UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil — Dr. Fernando A. Silveira;

INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, AM, Brasil — Dr. Marcio
Luiz de Oliveira;

NHM — Natural History Museum, Londres, Reino Unido — Dr. Benjamin Price;

UFPA — Laboratério de Ecologia e Conservagdo da Universidade Federal do Pard, Belém,
PA, Brasil — Dr. Leandro Juen;

UFPR — Laboratorio de Sistematica de Insetos Aquaticos da Universidade Federal do
Parana, Curitiba, PR, Brasil — Dr. Angelo P. Pinto;

Novos exemplares foram obtidos por coletas realizadas nos estados brasileiros do Acre,
Bahia, Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais e Pard. Todos os espécimes coletados foram
depositados no CCT-UFMG.

Definiu-se como grupo interno representantes de Coenagrionidae das distintas
subfamilias propostas por Dijkstra ef al. (2014), Protoneuridae e Pseudostigmatidae a fim
de verificar suas posicdes filogenéticas. Para isso foram escolhidos representantes de pelo
menos um género de cada clado dentro de cada uma das familias, segundo a filogenia
apresentada por Dijkstra ef al. (2014), incluindo preferencialmente aqueles mais distantes
filogeneticamente e/ou biogeograficamente. Quando o género ndo era monotipico e havia
material disponivel foram incluidas pelo menos duas espécies de cada género. Alguns
géneros do grupo interno, especialmente neotropicais, ndo amostrados em filogenias com
dados morfologicos anteriores, foram incluidos no presente estudo como Bromeliagrion,
Epipleoneura, Franciscobasis, Inpabasis, Ischnura, Minagrion, Phoenicagrion e
Tuberculobasis.

Foram selecionados 67 taxons terminais, sendo onze dos grupos externos e 56 do grupo
interno. Os grupos externos compreenderam representantes de Lestidae, Calopterygidae,
Megapodagrionidae, Platycnemididae e Protoneuridae do “Velho Mundo”. Pelo menos
dois géneros de cada familia dos grupos externos foram amostrados, segundo a filogenia
de Dijkstra et al. (2014). O enraizamento da arvore foi feito em Lestes pictus (Lestidae).
Sempre que possivel, a amostragem conteve o género-tipo da familia e a espécie-tipo de
cada género tanto para o grupo interno, quanto para 0s grupos externos, assim como o
macho e a fémea das espécies selecionadas. O material examinado esté listado no Anexo
1.
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2.1.2 Estudo da morfologia e terminologia morfologica

As estruturas externas dos adultos foram estudadas sob microscopio estereoscopico. Para
o estudo do pénis, o espécime seco foi colocado por algumas horas na camara imida e
apos a sua rehidratagdo, o pénis foi exposto com o auxilio de um micro alfinete. Para a
secagem do material, este foi mantido na estufa de um a dois dias de acordo com o
tamanho do espécime. O pénis de algumas espécies de Pseudostigmatidac foram
estudados através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), no Laboratério de
Microscopia Eletronica da PUC-Minas do departamento de Engenharia Metalurgica. Para
o procedimento de MEV, as estruturas ja desidratadas foram metalizadas com ouro no
Centro de Microscopia Eletronica da PUC-Minas. As imagens foram feitas no mesmo
local utilizando o equipamento JEOL, modelo JSM-IT300.

Fotografias dos espécimes estudados depositados no CCT-UFMG foram feitas no
Laboratério de Herpetologia da UFMG usando o microscopio Leica M205A, equipada
com ilumina¢do LED 5000-RL e as imagens multifocais foram montadas através do
software Leica Application Suite (LAS) 4.1. Fotografias dos espécimes estudados
depositados no NHM foram feitas utilizando a camera Canon EOS 5D.

A terminologia adotada para a asa de Zygoptera seguiu a proposta de Riek & Kukalova-
Peck (1984), modificada por Rehn (2003). As partes do pénis foram nomeadas seguindo
Kennedy (1916) e Soldati & Machado (2019). A terminologia usada para a placa
mesostigmal seguiu Battin (1993) e Moulton et al. (1987). Foram utilizadas as seguintes
abreviaturas para o estudo morfologico das estruturas: FW, asa anterior; HW, asa
posterior; Pt, pterostigma; Ps, pseudostigma; Ax, veias antenodais; Px, veias pos-nodais;
RA, radial anterior; RP, radial posterior; RP1, radial posterior 1; RP», radial posterior 2;
RPs3, radial posterior 3; IR, intercalar 1; IR, intercalar 2; MA, medial anterior; MP,
medial posterior; CuA, cubital anterior; CuP, cubital posterior; CuP&AA, veia anal; S1—
10, segmentos abdominais 1 a 10. A indicacao das principais estruturas do térax, asas e
genitalia de Zygoptera estdo disponiveis no Anexo 12.

2.1.3 Construciao dos caracteres

Alguns dos caracteres analisados foram obtidos ou modificados de O’Grady & May
(2003), Pessacq (2008) e Rehn (2003). Esses caracteres disponiveis na literatura estao
referenciados na lista de caracteres. Os caracteres modificados envolveram a
reinterpretagdo do estabelecimento de homologias, a separacdo de caracteres dimoérficos
e a separacdo de um carater com estados neomorficos e transformacionais em dois ou
mais caracteres, de acordo com Sereno (2007). Além disso, alguns caracteres retirados da
literatura tiveram seus estados reescritos para facilitar o entendimento. Novos caracteres
foram construidos durante o estudo dos espécimes e adicionados a lista de caracteres. Os
caracteres foram tratados como ndo ordenados e foram codificados de acordo com o
método de contingéncia (Maddison, 1993; Hawkins ef al., 1997). O programa Mesquite
3.61 (Maddison & Maddison, 2019) foi usado para construir e editar a matriz de
caracteres.

A codificacao dos caracteres das libélulas que estavam com alguma estrutura ausente,
danificada, sem possibilidade de visualizag¢ao, ou caso nao tivesse acesso a um dos sexos
da espécie, foi baseada na literatura, quando disponivel (Battin, 1993; De Marmels, 1984;
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De Marmels & Garrison, 2005; Dijkstra, 2016; Garrison, 1986; Garrison et al., 2010;
Kennedy, 1919; Kimmins, 1931; Lencioni, 2005; Lencioni, 2017; Machado, 2009;
Machado & Soldati, 2017; Morton, 1924; Pessacq, 2014; Rehn, 2003; Santos, 1957;
Santos, 1979; Schmidt, 1951; von Ellenrieder & Garrison, 2017 e Westfall & May, 2006).
Quando nao disponiveis na literatura esses caracteres foram tratados como dados
faltantes. Os estados dos caracteres foram indicados com siglas de acordo com a literatura
usada para as codificagdes. Caracteres inaplicaveis foram indicados com “-”, caracteres
que ndo puderam ser analisados foram considerados como dados faltantes, indicados com
“?” e os caracteres polimorficos foram apresentados com “0&1” na matriz de caracteres.
Caracteres autapomorficos foram excluidos, ja que eles ndo sao informativos em analises
de parcimoénia (Schuh & Brower, 2009).

2.1.4 Analise filogenética com dados morfologicos

A matriz de dados foi empregada para a analise filogenética de Maxima Parcimonia (MP),
analisada no software TNT 1.5 (Tree Analysis Using New Technology) (Goloboff et al.,
2003; Goloboff et al., 2008a). Para a procura das arvores otimas foram utilizados os
seguintes procedimentos: 999999 arvores salvas na memoria; busca heuristica de arvores
usando uma arvore de Wagner como arvore inicial seguido por bissec¢do e reconexdo
pelo método de Tree Bisection Reconnection (TBR) com 10 replicacdes de TBR,
salvando 200 arvores por replicagdo e “random seed”=1. De acordo com o default do
TNT, foram colapsados os ramos com comprimento igual a zero diante as reconstrucdes
alternativas mais parcimoniosas. As arvores resultantes dessa busca inicial foram
submetidas a mais um ciclo de TBR. As buscas foram feitas usando pesagem igual e
pesagem implicita (Goloboff, 1993; Goloboftf ef al., 2008b).

A pesagem implicita aplica uma pontuagao para cada carater de acordo com seu grau de
homoplasia, ou seja, fortalece os caracteres menos homoplésicos e penaliza as
homoplasias, diminuindo o peso dos caracteres a medida que aumenta o nimero de passos
extras. O calculo do peso ¢ feito a partir de uma curva concava, cujo formato ¢ delimitado
por uma constante “k” (Goloboff, 1993).

Para a escolha do valor de k (constante de concavidade) foram usados dois scripts que
usam métodos de busca diferentes: 1) desenvolvido por Mirande (2009) e utilizado
juntamente com o script “lazy” (Costa et al., 2020), e 2) script “setk”, escrito por Salvador
Arias.

O script desenvolvido por Mirande (2009) utiliza o critério de similaridade para a escolha
das arvores dentre o conjunto de arvores mais parcimoniosas sob diferentes valores de k,
sendo as arvores que possuem topologias similares entre si consideradas as mais estaveis.
A procura por valores de k que geram arvores com maior similaridade poderia provocar
uma tendéncia na busca, ja que valores de k mais baixos resultam em arvores mais
distintas e valores de k mais altos resultam em arvores mais similares entre si. Sendo
assim, os parametros usados no script criam 11 conjuntos de arvores produzidos por 11
valores de k distintos, escolhidos em intervalos regulares. As buscas sob cada valor de k
sdo realizadas até o melhor fit ser obtido trés vezes, o que oferece maior confianga de
terem sido encontradas arvores “6timas”. O script desenvolvido por Mirande (2009)
realiza a busca das arvores usando o método ‘New Technology Search’ implementado
para o TNT. Detalhes podem ser encontrados no script “aaa.run” (Mirande, 2009).
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O script “lazy” (Costa et al., 2020) exporta os valores de similaridade baseados nos
movimentos SPR (Subtree-Pruning-Regrafting) (Goloboff, 2008) produzidos pela
comparagao das topologias dos 11 conjuntos de arvores mais parcimoniosas (fornecidas
pelo script desenvolvido por Mirande em 2009). Quanto menor o valor de movimentos
SPR, menor o nimero de rearranjos, € portanto, mais estdveis e similares sdo as
topologias, o que define o melhor valor de k. O script desenvolvido por Mirande (2009)
pode fornecer mais de um valor de k “6timo” apos verificagdo da distdncia SPR. Segundo
Farris (1983) e Goloboff (1993) a hipotese mais parcimoniosa ¢ aquela com o maior poder
de explicagao dos dados, ou seja, aquela com o maior fit, dado os pesos que cada carater
merece. Portanto, quando fornecido mais de um valor de k “6timo”, o valor de k
escolhido foi aquele que possuia um conjunto de arvores com maior fiz. O consenso das
arvores recuperado com o maior fif foi usado como referéncia.

J& o script “setk”, implementado para o TNT, experimenta uma faixa de valores de k no
qual o nimero maximo possivel de passos extras dos caracteres homoplasicos nao pode
exceder certo valor e sugere um valor de k “6timo” para o conjunto de dados em estudo
(Goloboft, 2008b). As buscas das arvores foram feitas usando os mesmos procedimentos
descritos para a pesagem igual.

Para a anélise com pesagem implicita, o suporte dos ramos foi estimado através do suporte
relativo de Bremer baseado no célculo das diferencas de fif relativo entre as arvores
Otimas e as arvores subdtimas (Goloboff & Farris, 2001). Inicialmente foi realizada uma
rodada com diferenca de fif de 0,01, retendo 3.000 arvores. Outros nove ciclos foram
rodados, aumentando a diferenca de fit em 10 unidades (0,10 a 0,90) e adicionando 3.000
arvores na memoria a cada ciclo, o que totalizou 30.000 arvores na memoria no ltimo
ciclo. Detalhes podem ser encontrados no script “bremerd.run” (Anexo 2), modificado
do script criado por Castro-Huertas et al. (2020).

Para a andlise com pesagem igual o suporte dos ramos foi estimado através do suporte
absoluto de Bremer (Bremer, 1994). Para isso, as arvores resultantes foram submetidas a
um novo ciclo de TBR para a obtencao das arvores subotimas. Além deste suporte, em
ambas as analises (pesagem igual e implicita) foi apresentado o suporte dos ramos por
meio da reamostragem padrdo do Bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1.000 replicagdes.

Os suportes de Bremer e Bootstrap foram representados no consenso das arvores
resultantes. Os modelos de otimizagdo ACCTRAN (Accelerated Transformation)
(Swofford & Maddison, 1987) e DELTRAN (Delayed Transformation) (Swofford &
Maddison, 1987) foram aplicados para cada carater da arvore, através da plataforma
Winclada 1.61 (Nixon, 2002). Porém, as transformagdes dos estados de carater foram
mapeadas na arvore escolhida usando apenas um dos modelos e as diferengas verificadas
entre os dois métodos de otimizacao nos clados de maior interesse foram apresentadas na
discussao.

2.2 Filogenia com dados moleculares
2.2.1 Obtencao de dados moleculares

Para a analise com dados moleculares foi usado material fresco obtido de coletas nos
estados brasileiros do Acre, Bahia, Minas Gerais e material doado pelo Laboratério de
Estudos Ecoldgicos em Etologia e Evolucao da Universidade Federal de Sao Carlos, SP,
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Brasil (UFSCar), assim como sequéncias depositadas no GenBank. Foram usados dois
genes mitocondriais, 16S rRNA e Citocromo Oxidase subunidade 1 (COI) e um gene
nuclear, 28S rRNA. Esses marcadores foram utilizados anteriormente para as libélulas
por Bybee et al. (2008) para testar a monofilia das subordens de Odonata e suas familias,
assim como as relagdes filogenéticas entre as familias; por Carle et al. (2008) para
construir a filogenia de Odonata, com énfase no relacionamento entre os
Coenagrionoidea; e por Dijkstra e al. (2014) para a reconstrugao filogenética das relagdes
entre as familias de Zygoptera.

A extracdo e a amplificagdo foram realizadas no Laboratorio de Biodiversidade e
Evolugdo Molecular (LBEM), UFMG. A extracdo de DNA foi feita da musculatura
retirada de uma ou duas pernas de 13 espécimes de Odonata (Tabela 1. ) seguindo o
protocolo de fenol:cloroféormio:alcool  isoamilico (25:24:1) disponivel em
http://1abs.icb.ufmg.br/Ibem/protocolos/extracao.html.

Tabela 1. Espécimes que tiveram o DNA extraido para o estudo filogenético com dados moleculares da
posi¢do filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera) e o niimero de registro da cole¢do onde o
material estd depositado. CCT-UFMG= Centro de Colegdes Taxondmicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte; LESTES= Laboratorio de Estudos Ecoldgicos em Etologia e Evolugo,
UFSCar, Sao Carlos

Taxon Numero de registro
Acanthagrion gracile 10D1800012 (CCT-UFMG)
Heteragrion aurantiacum 10D2000008 (CCT-UFMG)
Ischnura capreolus DS02 (LESTES)
Mecistogaster ornata I0D1800095 (CCT-UFMG)
Metaleptobasis bicornis DS04 (LESTES)

Minagrion waltheri DS03 (LESTES)

Mnesarete pudica 10D1800054 (CCT-UFMG)
Nehalennia minuta 10D2000007 (CCT-UFMG)
Neoneura sylvatica 10D1800128 (CCT-UFMG)
Oxyagrion terminale 10D1800063 (CCT-UFMG)
Platystigma buckleyi 10D1800099 (CCT-UFMG)
Protoneura scintilla 10D2000009 (CCT-UFMG)
Telebasis corallina 10D2000010 (CCT-UFMG)

As PCRs (Reagdes em Cadeia da Polimerase) foram executadas com um volume final de
15pL (13uL de pré-mix e 2ul. de DNA, considerando que amostras ndo amplificadas
foram novamente analisadas usando a quantidade de 11puL de pré-mix e 4uL. de DNA),
usando a Taq Platinum (Thermo Fisher). O pré-mix foi composto por ddH20O, tampao de
reagdo, dNTPs, MgCI2, primers e Taq Polimerase. O DNA ndo foi diluido, pois as
amostras apresentavam baixa quantidade deste. Os primers utilizados na amplificagao,
suas sequéncias e o tamanho dos fragmentos estdo apresentados na Tabela 2.

Trés condi¢des diferentes de PCR foram usadas com modificagdes nos ciclos de
amplificacdo do protocolo de Dijkstra et al. (2014): 1) para 16S, desnaturagdo inicial a
94°C por 3min, 37 ciclos de amplificacao (94°C por 15s, 54°C por 30s sendo que a cada
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dois ciclos diminui 1°C até atingir a temperatura de 48°C a qual se manteve por 25 ciclos,
e 72°C por 40s) e extensdo final a 72°C por 5 min; 2) para 28S, desnaturagdo inicial a
94°C por 3min, 37 ciclos de amplificagdo (94°C por 15s, 59°C por 30s sendo que a cada
dois ciclos diminui 1°C até atingir a temperatura de 54°C e os ultimos 25 ciclos se
mantiveram a 50°C [para algumas amostras foi usada a temperatura de 57°C por 30s
sendo que a cada dois ciclos diminui 1°C até atingir 52°C e os ultimos 25 ciclos se
mantiveram a 48°C], e 72°C por 1 min) e extensdo final a 72°C por 5 min; 3) para COI,
desnatura¢ao inicial a 94°C por 3min, 37 ciclos de amplificagdo (94°C por 15s, 52°C por
30s sendo que a cada dois ciclos diminui 1°C até atingir a temperatura de 46°C a qual se
manteve por 25 ciclos, e 72°C por 40s) e extensao final a 72°C por 5 min.

O produto de PCR foi submetido a gel de agarose 1% para eletroforese a fim de verificar
as amostras que tiveram suas amplificagdes positivas para os tamanhos esperados dos
fragmentos. As amostras amplificadas corretamente foram purificadas seguindo o
protocolo de purificagdo por polietilenoglicol 20% descrito em Santos Jr., Santos &
Silveira (2015) e o sequenciamento foi realizado pela empresa Myleus Biotecnologia, em
ambas as dire¢des (forward e reverse).

Tabela 2. Primers usados para a amplificacdo das amostras utilizadas nos estudos filogenéticos com dados
moleculares

. N Ao (TECT Tamanho do

Nome do primer | Gene | Dire¢iao Sequéncia (5°-3°) e Autor

ODO 12852F 16S | Forward AGAAACCGACCTGGCTTAAA 573 pb Dijkstra et al. , 2014

ODO 13393R 16S | Reverse CGCCTGTTTATCAAAAACAT 573 pb Dijkstra et al. , 2014

ODO 28S f3 28S | Forward ACCATGAAAGGTGTTGGTTG 1400 pb | Dijkstra et al., 2014
ODO 28S 13 p3 | 28S | Reverse ATCTCCCTGCGAGAGGATTC 1400 pb | Dijkstra et al., 2014
ODO _LCO1490d | COI | Forward | TTTCTACWAACCAYAAAGATATTGG 713 pb Dijkstra et al. , 2014
ODO _HCO02198d | COI | Reverse | TAAACTTCWGGRTGTCCAAARAATCA 713 pb Dijkstra et al. , 2014

2.2.2 Tratamento dos dados moleculares

Foi utilizado o programa FinchTV 1.4.0 (Geospiza, 2006) para visualizar a qualidade dos
cromatogramas e retirar as pontas de cada uma das fitas de DNA que ndo apresentaram
boa qualidade de leitura. Com o auxilio do programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes,
2002), a sequéncia forward (5°-3) foi comparada com a sequéncia reverse (3°-5’) a fim
de verificar a complementacdo das duas. Trechos nos quais existiam duvidas foram
corrigidos com base na checagem de ambos os cromatogramas. Uma unica sequéncia foi
gerada através do consenso das informacdes de cada uma das sequéncias forward e
reverse.

Os alinhamentos foram feitos no programa MAFFT 7 (Katoh et al., 2013). Para os genes
ribossomais foi usado o algoritmo E-INS-i (Katoh et al., 2005) e para o alinhamento do
COI foi utilizado o algoritmo FFT-NS-2 (Katoh et al., 2002). Para a penalidade de
abertura de gap e para a penalidade de extensao de gap foram usados os valores default.
Para a retirada de é4reas de alinhamento ambiguo foi usado o programa TrimAl 1.2
(Capella-Gutiérrez et al., 2009) utilizando o método automatico de corte heuristico
através do comando “automated1”.

O algoritmo RogueNaRok (Aberer et al., 2013) foi usado para detectar terminais com
posicdes instaveis (rogues) através da comparacdo de um consenso de maioria € um
estrito a partir de uma populacdo de arvores. Para isso foi usado o consenso de regra de
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maioria, com valor 2 para o tamanho maximo do dropset (Russo & Selvatti, 2018) e foram
gerados conjuntos de 1.000 arvores de bootstrap ndo-paramétrico de cada marcador
separadamente através do programa IQTree2 (Minh et al., 2020). A retirada de taxons
instaveis nas topologias pode melhorar os valores do suporte dos ramos e a resolucao das
arvores. Foram retirados somente os rogues de cada alinhamento que apresentaram
valores a partir de 1 para a otimizagdo ‘numero de biparticdes’ e/ou acima de 0,5 para a
otimizagdo ‘suporte’. Adicionalmente, apos realizar diferentes andlises filogenéticas com
diferentes parametros (MV e IB), foram verificados os tdxons que se apresentavam
instaveis nas arvores, estes que também foram retirados.

O programa SequenceMatrix 1.8 (Vaidya et al.,, 2011) foi usado para concatenar
fragmentos de genes distintos em uma unica matriz. O particionamento da matriz e a
selecdo dos modelos de evolugdo mais adequados ao conjunto de dados do presente
estudo foram feitos no programa PartitionFinder2 (Lanfear ef al., 2016) segundo o critério
de informacgao corrigido Akaike (AICc), utilizado o algoritmo “greedy” (Lanfear et al.,
2012). Os melhores modelos de substitui¢do para cada parti¢ao estdo disponibilizados no
Anexo 3. Na analise com dados morfologicos e moleculares combinados foram utilizados
os mesmos modelos de substituigdo molecular indicados no Anexo 3 e o modelo de
particionamento morfologico utilizado foi o MK (Lewis, 2001), que ¢ uma modificagao
do modelo Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969). A partir daqui serd usada a sigla “Mor-
Mol” para se referir a “dados morfoldgicos e moleculares combinados”.

2.2.3 Analise filogenética com dados moleculares

A andlise de IB foi feita utilizando o MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) implementado
no Cipres (Cyberinfraestructure for Phylogenetic Research) (Miller et al., 2010), através
do algoritmo Markov Chain Monte Carlo com acoplamento de Metropolis (MCMCMC)
para aproximagdo da distribuicdo de probabilidade posterior das arvores. O software
MrBayes 3.2.6 (Ronquist ef al., 2012) foi usado para sumarizar os valores dos parametros
amostrados e as arvores. A andlise foi feita com cinco partigdes, usando os modelos
indicados pelo PartitionFinder2, com a definicdo de 30.000.000 geracdes, retendo
amostras a cada 1.000 geracdes, em duas corridas com quatro cadeias, descartando os
primeiros 25% do total de amostras (burnin= 0,25). Para maiores detalhes ver o arquivo
de comandos no Anexo 4.

A convergéncia foi diagnosticada pelo “Average Standard Deviation of Split
Frequencies” (ASDSF) que mede a similaridade das topologias entre as duas corridas,
que deve ser menor do que 0,01 (Ronquist et al., 2011); pelo ESS (Effective Sample Size),
sendo o valor ideal maior do que 200 (Drummond et al., 2006; Ronquist et al., 2011) e
pela PSRF (Potential Scale Reduction Factor) (Gelman & Rubin, 1992; Ronquist ef al.,
2011) que deve estar proximo de 1. O suporte de cada ramo da arvore foi gerado usando
valores de probabilidade posterior (PP). Clados com PP inferior a 0,5 foram colapsados.
O software Tracer 1.7.1 (Rambaut et al., 2018) foi usado para visualizar e analisar os
arquivos com as amostras dos valores dos parametros resultantes da analise de IB.

Para a andlise de MV foi utilizado o software IQTree2 (Minh et al., 2020). O suporte dos
ramos foi obtido com bootstrap ultra-rapido (Minh et al., 2013; Hoang et al., 2018) e com
bootstrap ndo-paramétrico (Felsenstein, 1985), ambos com 1.000 replicacdes, utilizando
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um nimero automatico de nucleos. Para maiores detalhes ver o arquivo de comandos no
Anexo 5. As andlises foram repetidas independentemente por dez vezes no intuito de
explorar de forma mais eficiente o espago amostral. As arvores resultantes da analise de
IB e MV foram enraizadas em Mesocnemis singularis e visualizadas no programa FigTree
1.4.4 (Rambaut, 2018).

Testes topologicos

A monofilia de Pseudostigmatidae foi testada estatisticamente usando a matriz de dados
moleculares. Para isso, a monofilia dessa familia foi forcada gerando valores de
verossimilhanga marginal em unidades log (VM) e o resultado foi comparado com os
valores de VM gerados sem restri¢des na topologia usando fatores de Bayes (FB). A VM
foi estimada através do método stepping-stone (Xie et al., 2011) com 10.000.000 geracdes
amostradas a cada 1.000 geragdes. Para as corridas que ndo convergiram, o teste foi feito
com 20.000.000 ou 30.000.000 geracdes a cada 1.000 geracdes. A interpretagdo dos
resultados foi baseada em Kass & Rafferty (1995), utilizando a férmula 2xloge(FB). O
calculo foi feito como 2x(H1-H2), sendo H1 a hipdtese com restricdo na topologia e H2
a hipotese sem restricdo na topologia, segundo os valores de VM. Os valores de
2xloge(FB)>10 foram considerados significativamente favoraveis a H1 (Kass & Rafferty,
1995). Um teste adicional foi realizado para testar estatisticamente a hipotese de
Coryphagrion grandis como proximamente relacionado a Coenagrionidae. Todos os
testes topoldgicos foram feitos no programa MrBayes.

2.2.4 Analise filogenética com dados morfologicos e moleculares combinados

A analise de IB foi feita com seis parti¢des, sendo uma morfoldgica e cinco moleculares,
seguindo as mesmas especificacdes detalhadas no item 0. Para maiores detalhes ver o
arquivo de comandos no Anexo 6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matriz de dados morfolégicos

O conjunto final de dados resultou em uma matriz com 67 tdxons e 72 caracteres
discretos, sendo 36 exclusivos para machos, oito para fémeas, 28 comuns a ambos 0s
sexos e 14 codificados como contingentes. Dentre os caracteres, 46 sdo novos e 26 foram
retirados da literatura (O’Grady & May, 2003; Rehn, 2003 e Pessacq, 2008). Destes, 11
foram usados da forma proposta pelos autores originais e 15 modificados. Dos caracteres,
seis foram da cabega, sete do torax, 26 da asa, 16 do abdomen e 17 do pénis. Do total de
codificacdes (Tabela 3), 4,7% sdo inaplicaveis, 2,4% sdo dados faltantes e 0,2% sdo
polimorficos. Os dados faltantes se devem, principalmente, as espécies que ndo possuem
fémeas descritas ou indisponiveis para estudo e espécies com apenas um individuo e com
alguma estrutura ausente, danificada ou sem possibilidade de visualizacao.

O foco do estudo foi verificar a posicao filogenética de Pseudostigmatidae. Portanto, ndo
foram dados detalhes na discussdo das outras familias do grupo interno, sobre as quais
foram feitos apenas alguns comentarios relevantes. A lista de caracteres segue abaixo e
as figuras correspondentes estao disponiveis no Anexo 13.
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Caracteres da cabeca

. Manchas pos-oculares no macho (modificado de O’Grady & May, 2003 — carater 26): (0)

presentes (Fig. 1A); (1) ausentes (Figs. 1B, 2, 3).

O’Grady & May (2003) apresentam o carater como “Ocorréncia de mancha pds-ocular e
barra mediana no macho”. A ‘barra mediana’ é chamada no presente estudo de ‘mancha
na barra occipital’. Os caracteres de presenca/ auséncia de mancha na barra occipital e de
manchas poés-oculares foram separados em dois caracteres, ja que sdo caracteristicas
independentes. A presenga/auséncia de mancha na barra occipital compde o carater 2. A
mancha pds-ocular foi considerada presente quando esta possuia uma cor diferente da cor
predominante na cabeca. Este carater ndo foi aplicado as fémeas, ja que possuem variacao
intraespecifica, ou seja, nas fémeas de uma mesma espécie as manchas pos-oculares
podem estar presentes ou nao.

. Mancha na barra occipital do macho (modificado de O’Grady & May, 2003 — carater 26):

(0) presente (Fig. 2); (1) ausente (Figs. 1A, 1B, 3).

Ver comentario do carater 1. A presenga de mancha na barra occipital foi considerada
presente quando esta possuia uma cor diferente da cor predominante na cabeca. Na figura
1B, a cor predominante da cabec¢a ¢ marrom e a barra occipital também ¢ marrom, sendo
assim, esse exemplar ndo possui mancha na barra occipital. Este carater nao foi aplicado
as fémeas, ja que possuem variacdo intraespecifica.

. Localizagdo do occiptcio em relagdo a margem posterior dos olhos (modificado de

O'Grady & May, 2003 — carater 30): (0) no mesmo ponto (Fig. 3); (1) anterior (Fig. 2);
(2) posterior (Figs. 1A, B).

O’Grady & May (2003) apresentam o carater como “Localiza¢do do ponto mais posterior
da cabega”.

. Formato da margem posterior da cabeca: (0) trapezoidal (Fig. 4A); (1) em U (Fig. 4B);

(2) em V (Fig. 4C).

. Formato da fronte em vista anterolateral (modificado de Rehn, 2003 — carater 4): (0)

arredondada (Fig. 5A); (1) reta, com uma margem transversa bem marcada entre fronte e
antefronte (Fig. 5B).

O estado de carater 1 aqui descrito foi modificado, pois o termo “angulado”, usado por
Rehn, ¢ vago.

. Desenvolvimento da fenda do premento (modificado de Rehn, 2003 — carater 3): (0)

pouco desenvolvida (Fig. 6A); (1) bem desenvolvida (Fig. 6B).

Rehn (2003) incluiu em um mesmo carater estados neomorfico e transformacional. Como
dentre os tdxons examinados no presente estudo ndo ha auséncia da fenda do premento,
foram considerados apenas os estados transformacionais propostos por Rehn (2003).

Caracteres do torax
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Nivel da margem posterior da regido média do lobo posterior do protérax do macho: (0)
ultrapassa o nivel das margens laterais (Fig. 12A); (1) no mesmo nivel ou sutilmente
anterior ao nivel das margens laterais (Fig. 12B).

No estado de carater 1 deste carater e do carater abaixo foi descrito ‘no mesmo nivel ou
sutilmente anterior’, pois alguns taxons possuem essa pequena variagao intraespecifica.

Nivel da margem posterior da regido média do lobo posterior do protorax da fémea: (0)
ultrapassa o nivel das margens laterais (Fig. 14A); (1) no mesmo nivel ou sutilmente
anterior ao nivel das margens laterais (Fig. 14B); (2) ndo alcanca o nivel das margens
laterais (Fig. 14C).

Lobo lamelar ereto na margem posterior da placa mesostigmal da fémea, proximo a regiao
mediana: (0) presente (Fig. 9); (1) ausente (Figs. 10, 11).

Sulco mediano na placa mesostigmal da fémea: (0) presente (Fig. 9); (1) ausente (Figs.
10, 11).

Carena posterior na placa mesostigmal da fémea: (0) presente (Fig. 10); (1) ausente.

Par de fossas mesepisternais na fémea: (0) presente (Fig. 13); (1) ausente.

Sutura interpleural na lateral do pterotérax (Rehn, 2003 — carater 86): (0) completa (Fig.
8A); (1) interrompida (Fig. 8B).

Caracteres da asa

Numero de Ax (modificado de Rehn, 2003 — carater 23): (0) duas (Fig. 16A); (1) mais de
10 (Fig. 16B).

Posi¢do do arculo na asa posterior, em relacdo a segunda Ax: (0) coincidente (Fig. 16A);
(1) distal (Fig. 17A); (2) proximal (Fig. 17B).

Caréater contingente ao estado 0 do carater 14.

Somente ¢ possivel verificar a posi¢do do arculo nos tdxons que possuem duas veias
antenodais, ja que o nimero de veias nos tdxons com mais de dez Ax ¢ variavel, o que
dificulta inferir a homologia da posi¢ao do arculo em relagao as veias.

Orientagdo do arculo inferior (Rehn, 2003 — carater 45): (0) desenvolvido em um angulo
com o arculo superior (Fig. 18); (1) continua no mesmo trajeto do arculo superior (Fig.
16B).

Forma da veia RP entre o arculo superior e o subné (modificado de Rehn, 2003 — carater
46): (0) fortemente arqueada (Fig. 16B); (1) retilinea (Figs. 16A, 17B); (2) levemente
arqueada (Figs. 17A).

Veia CuA: (0) presente (Figs. 16A, 17B); (1) ausente (Figs. 17A, 18)

Quando CuA ¢ ausente, MP ¢ reduzida (composta por até cinco células apods o
subquadrangulo). Portanto, sdo caracteristicas dependentes, presentes em Protoneuridae.
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De acordo com Kennedy (1919), a reducdo de CuA em Protoneuridae tem a fungdo de
manter o balanco do inseto no ar ja que o seu abdomen ¢ delgado. Como o corpo ¢ leve,
a quantidade de veias e o tamanho destas na base da asa sdo reduzidas e o pterostigma,
localizado no é&pice da asa ¢ suficiente para suportar o peso menor do corpo.

Veia CuP&AA: (0) presente (Figs. 19, 20B); (1) ausente (Fig. 18).

Desenvolvimento da veia CuP: (0) alcanca a margem anal da asa (Fig. 18, 20B); (1) ndo
alcanca a margem anal da asa (Fig. 19).

Em Anomisma e Microstigma a primeira veia anterior ao quadrangulo foi considerada
como veia CuP.

Veia transversal entre a veia CuP&AA e a margem anal da asa posterior: (0) presente
(Fig. 19); (1) ausente (Fig. 20B)

Carater contingente ao estado 0 do carater 19.

Origem da veia RP: (0) no arculo superior (Fig. 19); (1) no lado superior do quadrangulo
(Fig. 20A); (2) encontra com a aresta superior proximal do quadrangulo (Fig. 20B); (3)
encontra com a veia RA (Fig. 16B).

Angulo inferior distal do quadrangulo (célula discoidal) (Rehn, 2003 — carater 69): (0)
reto (Fig. 19); (1) agudo (Fig. 16A).

Forma na qual a veia transversal descende da aresta inferior distal do quadrangulo na asa
posterior em direcdo & margem anal da asa: (0) linha reta (Fig. 17A); (1) linha angulada
(Fig. 17B).

Em Calopterygidae essa veia possui uma curvatura, sendo, portanto, pertencente ao
estado de carater 1.

Posicdo da veia IR, em relagdo a veia RP3 em suas origens (modificado de Rehn, 2003 —
carater 84): (0) as duas veias quase se encontram, sendo a distancia entre elas na formagao
da primeira célula até¢ 1/4 da altura da célula acima (Fig. 16A); (1) as veias ndo sdo
posicionadas muito perto uma da outra, ou seja, a distdncia entre elas na formagdo da
primeira célula € pelo menos a metade da altura da célula acima (Fig. 20A.

De acordo com Rehn (2003), o estado de cariter 0 ¢ uma sinapomorfia de
Pseudostigmatidae do Novo Mundo e da espécie africana Coryphagrion grandis.

Pseudostigma na asa anterior: (0) presente (Fig. 21A); (1) ausente (Fig 21B).

Nao inclui o carater de presenga/ auséncia de pterostigma, pois quando este esta presente,
o pseudostigma esta ausente e vice-versa, exceto para alguns Microstigma.

Pseudostigmatidae perdeu o pterostigma em ambos os sexos, mas foi substituido por um
pseudostigma, uma mancha que ocupa varias células da asa e que pode ser densamente
reticulada como em Microstigma. Parece que em alguns Microstigma nao ha o
desenvolvimento do pseudostigma na regido onde estaria o pterostigma e apenas este esta
presente. Segundo Rehn (2003), uma perda secundéria do pterostigma ¢ algumas vezes
encontrada em Calopterygidae, mas a perda tende a ser sexo-especifica ou variar entre as
populagdes, € ndo ha desenvolvimento de pseudostigma. De acordo com o Garrison
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(Comunicagdo Pessoal, 2019), Microstigma pode apresentar células transparentes na
regido apical normalmente em individuos jovens. Em adultos, essa regido ¢ opaca ou
colorida. Em Mecistogaster ornata, o pseudostigma ¢ a area amarela escura presente
proximo ao apice da asa e a area clara corresponde ao que eu chamo de mancha apical.
Em Anomisma abnorme, o pseudostigma ocupa quase toda a area apical. O pseudostigma
pode ou nao alcangar o apice da asa.

Mancha pré-apical na asa anterior do macho: (0) presente (Fig. 21A); (1) ausente.

A mancha pré-apical costuma ser uma faixa escura bem demarcada proximal ao
pseudostigma. Em Microstigma rotundatum, a mancha pré-apical pode estar ausente ou
apresentar-se clara em adultos jovens. No caso de adultos maduros essa mancha ¢
claramente visivel.

Mancha pré-apical na asa posterior do macho: (0) presente (Fig. 25); (1) ausente.

Coloragdo das veias na regido apical da asa anterior do macho em relacdo as veias do
restante da asa: (0) diferente (Figs. 21A); (1) igual (Fig. 21B).

Posi¢cdo em que o apice das veias RA e RP; encontram a margem na asa anterior (Rehn,
2003 — carater 85): (0) no apice (Fig. 21B); (1) abaixo do &pice da asa, sendo proximo a
margem anal da asa (Fig. 27); (2) acima do apice da asa, sendo proximo a margem costal
da asa (Fig. 28).

De acordo com Rehn (2003), o estado de carater 1 ¢ uma sinapomorfia de
Pseudostigmatidae do Novo Mundo e da espécie africana Coryphagrion grandis.

Veia intercalar entre as veias RA e RP na asa anterior: (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Apenas a asa anterior estd sendo considerada para os caracteres 31 a 39, pois ela possui
as caracteristicas das veias bem definidas e de facil visualizacao.

Veia intercalar entre as veias RP; e IR na asa anterior (modificado de Rehn, 2003 —
carater 73): (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Rehn (2003) propds em um mesmo carater, estados de cardter que poderiam ser outros
caracteres. Sendo assim, os caracteres de asa elaborados por Rehn foram modificados.
Assim como explicado por Rehn (2003), todos os Odonata possuem uma caracteristica
simplesiomorfica que € a presenca de duas veias intercalares definidas chamadas IR e
IR,. Por conta disso, essas duas veias sdo tratadas da mesma forma que as outras veias
longitudinais principais (também conhecidas como veias primarias). As veias intercalares
propriamente ditas sdo também chamadas de veias secundarias. Veia intercalar entre
RPi/IR; € considerada presente quando estd aproximadamente na metade ou mais do que
a metade entre a origem de IR e o 4pice da asa.

Veia intercalar completa entre as veias IR; e RP2 na asa anterior (Rehn, 2003 — carater
74): (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Veia intercalar completa entre IR;/RP> ¢é considerada presente quando estd
aproximadamente na metade entre a origem de IR e o &pice da asa e que ¢ em grande
parte de sua extensao completa, ou seja, sem interrupgao.
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Veia intercalar entre as veias RP> e IR> na asa anterior (Rehn, 2003 — carater 75): (0)
presente (Fig. 29); (1) ausente.

Veia intercalar entre RP; e IR ¢ considerada presente quando estd aproximadamente na
metade ou mais do que a metade entre a bifurcacdo RP1/RP> e o &pice da asa.

Veia intercalar completa entre as veias IR> e RP3 na asa anterior (modificado de Rehn,
2003 — carater 76): (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Separei cada um dos estados de carater das veias contidos em um unico carater em
caracteres diferentes que foram transformados em caracteres neomorficos.

A veia intercalar completa entre IR» e RP3 ¢é considerada presente quando esta
aproximadamente na metade ou mais do que a metade entre a bifurcagdo RP1/RPz e o
apice da asa e que ¢ em grande parte de sua extensdo completa, ou seja, sem interrupcao.

Ramifica¢ao dicotomica da veia RP3 na asa anterior (modificado de Rehn, 2003 — carater

76): (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Ramificacdo dicotomica da veia MA na asa anterior (modificado de Rehn, 2003 — carater
78): (0) presente (Fig. 29); (1) ausente.

Angulacio na veia MA na asa anterior: (0) presente (Fig. 30A); (1) ausente (Fig. 30B).

Em Anomisma, Megaloprepus e Microstigma a veia MA tem ramificagdes e estas
possuem a margem continua (ndo angulada), sendo, portanto, pertencente ao estado de
carater 1.

Veia intercalar entre a veia CuA e a margem anal da asa anterior: (0) presente (Fig. 31);
(1) ausente.

Caréater contingente ao estado 0 do carater 18.
Quando a ramificagdo dicotdmica em CuA comeca proximo a base da asa, ndo € possivel
ter veia intercalar, como € o caso de Anomisma abnorme e Microstigma.

Caracteres do abdomen

Tubérculo no ventre do primeiro segmento abdominal do macho: (0) presente (Fig. 32);
(1) ausente.

. Formato da vesicula seminal do macho (modificado de Rehn, 2003 — carater 109): (0)

posteriormente arredondado e visivelmente mais largo do que anteriormente, semelhante
ao formato da cabaga (Fig. 33A); (1) anteriormente e posteriormente com larguras
aproximadas e uma leve constricdio mediana (Fig. 33B); (2) anteriormente e
posteriormente com larguras aproximadas, porém posteriormente com duas pontas nao
conectadas voltadas ventralmente (Fig. 33C).

Torus na margem posterodorsal do S10 do macho: (0) presente (Fig. 35); (1) ausente.

Lobo (s) na regido distal mediana do S10 do macho em vista dorsal: (0) presente (Fig.
37A); (1) ausente (Fig. 37B).
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Carena na parte interna do cerco do macho, proximo a margem distal do cerco do macho:
(0) presente (Fig. 38); (1) ausente.

Foi considerado apenas o ramo superior para este carater quando o cerco possuia
bifurcacao.

Espinhos na regido laterodorsal do cerco do macho: (0) presentes (Fig. 37); (1) ausentes.

Curvatura na regido distal do cerco no macho: (0) presente (Figs. 37A, 37B, 38); (1)
ausente (Fig. 36).

Foi considerado apenas o ramo superior para este carater quando o cerco possuia
bifurcacdo. Nao foi considerada como curvatura a presenca de lobos na regido distal do
cerco.

Direcdo da curvatura na regido distal do cerco em vista dorsal ou lateral no macho: (0)
ventro-medial (Fig. 37A, B); (1) medial (Fig. 38); (2) ventral (Fig. 40).

Carater contingente ao estado 0 do carater 46.

Espordo na regido apical do cerco do macho: (0) presente (Fig. 37B); (1) ausente.

Os espordes presentes no apice do cerco de Argia e Ceriagrion € na curvatura da regiao
dorsal do cerco de Mecistogaster (Fig. 37B) foram considerados homdlogos primarios.
De acordo com Kennedy (1919), em Platycneminae sensu Tillyard, 1917 hd um espordo
interno direcionado ventralmente e este ¢ provavelmente homologo ao espordo presente
na regido basal do cerco de Coenagrioninae sensu Kirby, 1890, e ao curto espordo na
curvatura do cerco de Pseudostigmatinae sensu Tillyard, 1917. Diceratobasis
macrogaster possui um espordo no apice do cerco dirigido ventralmente, sendo aqui
considerado homoélogo primario aos espordes dos tdxons citados anteriormente.

Desenvolvimento do epiprocto do macho (Pessacq, 2008 — carater 37): (0) pouco
desenvolvido, ou seja, 25% do comprimento do cerco ou menor (Fig. 37B); (1) bem
desenvolvido, ou seja, metade do comprimento do cerco ou maior (Fig. 41).

O epiprocto desenvolvido ¢ modificado em uma placa supra-anal localizada entre os
cercos, como no caso de Epipleoneura.

Desenvolvimento do paraprocto do macho: (0) vestigial (Fig. 39); (1) desenvolvido (Fig.
36).

Foi considerado como vestigial quando a estrutura ¢ em forma de duas meias-luas sem
qualquer proje¢do no apice, como em Mecistogaster e Platystigma.

Projecao na regido baso-mediana dorsal do paraprocto do macho: (0) presente (Fig. 40);
(1) ausente (Fig. 41).
Carater contingente ao estado 1 do carater 50.

Dentes na margem posterodorsal de S9 no macho: (0) presentes (Fig. 39); (1) ausentes.
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Divisdao mediana no S10 da fémea em vista dorsal (O'Grady & May, 2003 — carater 13):
(0) presente (Fig. 43A); (1) ausente (Fig. 43B).

Em alguns casos, pode haver a marcacdo de uma fissura, mas esta nao ¢ aberta. Sendo
assim, considero dividido apenas quando ha uma abertura. Essa divisao pode ser pouco
ou bem desenvolvida, mas nao foi criado um carater para essa variagao, pois haveria
dados faltantes e inaplicaveis para muitos tdxons.

Espinho vulvar da fémea (O'Grady & May, 2003 — carater 12): (0) presente (Fig. 44); (1)
ausente.

Comprimento do ovipositor da fémea (sem considerar as valvulas do ovipositor)
(Pessacq, 2008 — carater 38): (0) ndo ultrapassa o ultimo segmento abdominal (Fig. 42);
(1) ultrapassa o ultimo segmento abdominal (Fig. 44).

Caracteres do pénis

Cerdas nas laterais da regido proximal do segmento II do pénis: (0) presente (Fig. 46); (1)
ausente.

Cerdas nas laterais da regido mediana do segmento II do pénis: (0) presente (Fig. 54); (1)
ausente.

Cerdas nas laterais da regido distal do segmento II do pénis: (0) presente (Fig. 58); (1)

ausente.

59.

60.

61.

Par de espinhos esclerotizados originando-se anteriormente ao encontro dos segmentos II
e IIT do pénis: (0) presente (Fig. 47); (1) ausente.

Chamo aqui de “espinhos esclerotizados” o que foi denominado “espinho” em Soldati &
Machado (2019).

De acordo com Kennedy (1919), esse par de espinhos fornece suporte a dobra interna de
Mecistogaster (detalhes em Soldati & Machado, 2019). Em Ischnura, ha dois espinhos,
chamados de “espinhos internos” por Kennedy (1919) que possuem sua origem anterior
ao encontro entre os segmentos Il e III. Os espinhos em Mecistogaster e Ischnura foram
considerados homologos primarios, sendo a diferenga entre eles a presenca ou auséncia
de pelos. Ja Argia nahuana tem um par de processos esclerotizados na base do segmento
IIT (no encontro do segmento II e III) e, portanto, ndo sdo considerados homologos aos
espinhos tratados neste carater.

Par de processos esclerotizados na base do segmento III do pénis: (0) presente (Fig. 49);
(1) ausente.

O par de processos esclerotizados em Minagrion, Argia nahuana, A. oculata e
Bromeliagrion rehni sdo considerados homologos primarios.

Dobra interna no segmento II do pénis (modificado de O’Grady & May, 2003 — carater
16): (0) presente (Figs. 47, 55); (1) ausente.
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O’Grady & May (2003) incluiram em um mesmo carater estados neomorfico e
transformacional, os quais foram separados em dois caracteres. O cardter
transformacional esta descrito abaixo (carater 62).

Direcao da dobra interna no segmento II do pénis em vista lateral (modificado de O’Grady
& May, 2003 — carater 16): (0) voltada distalmente (Fig. 47); (1) voltada anteriormente
(Fig. 55).

Carater contingente ao estado 0 do carater 61.

Proje¢do posterolateral no segmento II, anterior ao inicio do segmento III do pénis
(Pessacq, 2008 — carater 24): (0) presente (Fig. 48); (1) ausente.

Formato do segmento III do pénis: (0) em forma de placa (Fig. 50); (1) em forma de
flagelo (Fig. 51).

Devido a complexidade do pénis das libélulas, ha uma dificuldade em estabelecer a
homologia entre as espécies. Segundo De Marmels & Garrison (2005), o pénis de
Bromeliagrion ¢ altamente apomorfico, sendo o suposto segmento apical (segmento 11
do pénis) um lobo bifurcado com uma membrana anexada e com um processo basal (par
de processos esclerotizados na base do segmento III). Existe a hipotese de que esse
suposto segmento apical represente uma dobra terminal altamente modificada, o que
indicaria a auséncia do segmento III do pénis. J& Lestes possui um pénis muito reduzido
devido a reducao do segmento III, segundo Kennedy (1916) e Garrison ef al. (2010).

De Marmels (2001), em seu trabalho de revisdo de Megapodagrion, afirma que M.
megalopus possui uma dobra interna expandida com um espinho quitinizado no 4pice,
sendo o segmento III do pénis ausente. Essa hipdtese foi também considerada por
Garrison ef al. (2010). Porém, considero que a dobra interna com o espinho quitinizado
no apice seja o segmento III do pénis, ja que sua posicdo ¢ a mesma do segmento III,
enquanto a dobra interna se encontra no segmento II, proximal ao segmento III.
Portanto, no presente estudo, estou considerando a hipotese de que Bromeliagrion rehni,
Lestes pictus, Megapodagrion megalopus e Pseudocopera tokyoensis possuem o
segmento III do pénis reduzido. Assim, os caracteres 69-72 foram codificados como
inaplicaveis, ja que os taxons citados anteriormente apresentam apenas a regido basal do
segmento III do pénis.

Desenvolvimento do segmento III do pénis em forma de placa: (0) reduzido (Fig. 57A,
B); (1) desenvolvido (Figs. 50, 59).
Carater contingente ao estado 0 do carater 64.

Espinhos no segmento I1I em forma de placa do pénis: (0) presentes (Fig. 50); (1) ausentes
(Fig. 49).

Carater contingente ao estado 0 do carater 64.
Phoenicagrion flammeum possui um uma fileira de espinhos que margeiam a projecao
mediana do segmento III.
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Dobra laterodorsal sobre o segmento III do pénis em forma de placa em vista dorsal: (0)
presente (Fig. 48); (1) ausente.

Carater contingente ao estado 0 do carater 64.

Expansao na lateral da regido basal do segmento III do pénis em forma de placa em vista
lateral: (0) presente (Fig. 52); (1) ausente.

Carater contingente ao estado 0 do carater 64.

Expansao na lateral da regidao mediana do segmento III do pénis em forma de placa em
vista lateral: (0) presente (Fig. 52); (1) ausente.

Carater contingente ao estado 0 do carater 64 ¢ ao estado 1 do carater 65.
Sua expansdo pode ser continua, alcangando a regido basal do pénis, ou descontinua,
tendo uma expansao na base e outra separa na regiao mediana.

Expansao na lateral da regido apical do segmento III do pénis em forma de placa em vista
lateral: (0) presente (Fig. 53); (1) ausente.

Carater contingente ao estado 0 do carater 64 e ao estado 1 do carater 65.
Mesmo comentario do carater 69.

Constri¢do na regido mediana em relacdo a base do segmento III do pénis em forma de
placa em vista dorsal: (0) presente (Fig. 46); (1) ausente.

Caréater contingente ao estado 0 do carater 64 e ao estado 1 do carater 65.

Afilamento do &pice do segmento III do pénis em forma de placa em vista dorsal: (0)
presente (Figs. 58, 59); (1) ausente (Fig. 45).

Caréater contingente ao estado 0 do carater 64 e ao estado 1 do carater 65.
Nao foi considerado afilado quando ha flagelo no apice do segmento III do pénis. Neste
caso, o carater foi considerado apenas até o inicio do flagelo.

Tabela 3. Matriz de caracteres usada na analise filogenética com dados morfoldgicos para a inferéncia da
posicao filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). “-” = caracteres inaplicaveis, “?”” = dados
faltantes, “0&1”’ = caracteres polimorficos. Os estados dos caracteres foram indicados com siglas de acordo
com a literatura usada para as codificacdes: B= Battin, 1993; DM= De Marmels, 1984; MG= De Marmels
& Garrison, 2005; D= Dijkstra, 2016; G= Garrison, 1986; GA= Garrison et al., 2010; KE= Kennedy, 1919;
KI=Kimmins, 1931; L= Lencioni, 2005; M= Machado, 2009; MS= Machado & Soldati, 2017; P= Pessacq,
2014; R= Rehn, 2003; S= Santos, 1957; SA= Santos, 1979; SC= Schmidt, 1951; WM= Westfall & May,
2006.
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3.2 Analise filogenética com dados morfologicos

Na analise do TNT com pesagem igual foram encontradas 16 arvores mais parcimoniosas
com 304 passos (IC=27 e IR=67) e o consenso dessas arvores com os valores de suporte
absoluto de Bremer (suboptimal=11) e de Bootstrap esta representado na Figura 1. Uma
das 16 arvores mais parcimoniosas foi selecionada aleatoriamente para mostrar a
evolucdo dos caracteres (Figura 2).

Lestes pictus
Megapodagrion megalopus
1_0[: Helaerina rosea

100 Mnesarete pudica
Heleragrion aurantiacum

19?7
100

. E— atfoneura glauca Protoncuridac VM
2 59 Elationeura vittala
1

15 Platyenemis pennipes Platycnemididae
3 2 Allocnemis mitwabae
22 Pseudocopera lokyoensis

Figura 1. Consenso estrito de 16 arvores mais parcimoniosas obtidas através da analise filogenética com
dados morfolégicos com pesagem igual no software TNT (Passos= 304, IC= 27, IR= 67) para a inferéncia
da posigdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Numero acima dos ramos= suporte
absoluto de Bremer; numero abaixo dos ramos= suporte de Bootstrap. Suporte igual a zero néo foi indicado
na arvore. Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estdo destacadas com cores. Protoneuridae
VM= representantes de Protoneuridac do Velho Mundo; os outros protoneurideos s@o representantes de
Protoneuridae do Novo Mundo.
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Figura 2. Otimizagdo dos caracteres de acordo com o critério de transformagdo ACCTRAN em uma das
16 arvores mais parcimoniosas encontradas com pesagem igual na analise filogenética com dados
morfologicos para a inferéncia da posicdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).
Circulos brancos= caracteres homoplasicos; circulos pretos= caracteres sinapomorficos; nimero acima dos
ramos= numero dos caracteres; nimero abaixo dos ramos= estados dos caracteres.
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O consenso das arvores mais parcimoniosas resultantes dessa analise ndo recuperou
Pseudostigmatudae como grupo monofilético e ndo apresentou resolugdo para a relagao
desta com as outras familias. Nas 16 arvores mais parcimoniosas encontradas,
Coryphagrion grandis é grupo-irmao de todas as familias que representam o grupo
interno e de Platycnemididae. Destas 16 arvores, oito estimaram os outros
Pseudostigmatidae como monofilética e oito como ndo-monofilética. O clado formado
pelos pseudostigmatideos, com exce¢do de C. grandis, na arvore escolhida para a
otimizagdo dos caracteres ¢ suportado por cinco sinapomorfias homoplésicas (caracteres
5,24, 30, 32 e 46) e uma sinapomorfia ndo-homoplasica (carater 26), referente a presenca
do pseudostigma na asa anterior. Ao observar a otimizagao dos caracteres de acordo com
o critério de transformagdo DELTRAN nao houve diferenca para este clado de maior
interesse.

Na andlise do TNT com pesagem implicita foram obtidos quatro conjuntos de seis arvores
mais parcimoniosas com maior similaridade em relacdo as outras de acordo com o
resultado do script desenvolvido por Mirande (2009) em conjunto com o script “lazy”
(Tabela 4 e Tabela 5). Os valores de k referentes a esses quatro conjuntos de arvores
foram 3.126, 3.677, 4.344 e 5.169 (Tabela 5). O valor de k escolhido foi aquele que
possuia um conjunto de arvores com maior fit (k=3,126) e o consenso das arvores geradas
por esse valor de constante de concavidade foi usado como referéncia. Para esse valor de
k= 3,126 foram encontradas seis arvores mais parcimoniosas com 314 passos (IC= 26 ¢
IR=66) e fit=26,72. A arvore consenso das seis arvores mais parcimoniosas encontradas
esta apresentada na Figura 3 com os valores de suporte relativo de Bremer (suboptimal=
11) e de Bootstrap. Uma das seis arvores mais parcimoniosas foi selecionada
aleatoriamente para mostrar a evolu¢do dos caracteres (Figura 4).

Tabela 4. Valores de similaridade (movimentos SPR) produzidos pela comparagdo das topologias de 11
conjuntos de arvores mais parcimoniosas (fornecidas pelo script desenvolvido por Mirande em 2009)
usando o script “lazy” (Costa et al., 2020) para a inferéncia da posicao filogenética de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera). O resultado da soma dos valores de cada coluna (em negrito) representa o niimero
total de rearranjos de um conjunto de arvores em relagdo a todos os 11 conjuntos de arvores obtidos. O
menor valor da soma corresponde ao conjunto de arvores com a topologia mais similar em comparagio
com os outros, o que define o melhor valor de k (ver Tabela 5). Os conjuntos de arvores selecionados estdo
marcados de cinza escuro
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Tabela 5. Valor de k para cada um dos 11 conjuntos de arvores gerado pelo script desenvolvido por
Mirande (2009) para a inferéncia da posicdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Os
valores de k escolhidos de acordo com os conjuntos de arvores selecionados na Tabela 4 ¢ os numeros de
arvores mais parcimoniosas encontradas para cada conjunto de arvores, assim como seus valores de fif estdo
marcados na cor cinza escuro

Conjunto de arvores k N arvores fit

1 2.663 6 28.633

3.126 6 26.729
3 3.677 6 24.809
4 4.344 6 22.869
5 5.169 6 20.897
6 6.213 3 18.878
7 7.578 3 16.788
8 9.440 3 14.617
9 12.130 6 12.342
10 16.356 3 9.946
11 23.964 1 7.390
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Figura 3. Consenso estrito de seis arvores mais parcimoniosas obtidas através da analise filogenética com
dados morfoldgicos com pesagem implicita usando o script desenvolvido por Mirande (2009) em conjunto
com o script “lazy” (Costa et al., 2020) no sofiware TNT (k= 3,126, passos= 314, IC= 26, IR= 66, fit=
26,72) para a inferéncia da posigdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Numero acima
dos ramos= suporte relativo de Bremer; nimero abaixo dos ramos= suporte de Bootstrap. Suporte igual a
zero ndo foi indicado na arvore. Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estdo destacadas com
cores. Protoneuridae VM= representantes de Protoneuridae do Velho Mundo; os outros protoneurideos sdo
representantes de Protoneuridae do Novo Mundo.
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Figura 4. Otimizacdo dos caracteres de acordo com o critério de transformacdo ACCTRAN em uma das
seis arvores mais parcimoniosa encontradas com pesagem implicita usando o script desenvolvido por
Mirande em conjunto com o script “lazy” (Costa et al., 2020) na andlise filogenética com dados
morfologicos para a inferéncia da posicdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).
Circulos brancos= caracteres homoplasicos; circulos pretos= caracteres sinapomorficos; nimero acima dos
ramos= numero dos caracteres; nimero abaixo dos ramos= estados dos caracteres.
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Na filogenia apresentada acima, Pseudostigmatidae ndo ¢ monofilética, ja que
Coryphagrion grandis é grupo-irmao de todas as familias que representam o grupo
interno e de Platycnemididae, assim como no resultado da analise com pesagem igual. Os
outros pseudostigmatideos formam um clado com suporte moderado, que ¢ suportado por
quatro sinapomorfias homoplasicas (caracteres 15, 32, 50 e 70) e uma sinapomorfia nao-
homoplésica (carater 26), referente a presenca do pseudostigma na asa anterior. Esse
resultado ¢ similar ao apresentado na figura 2. Ao observar a otimizagdo dos caracteres
de acordo com o critério de transformagdo DELTRAN, este clado de maior interesse foi
suportado por trés sinapomorfias homoplésicas (caracteres 8, 30 e 32) e uma sinapomorfia
nao-homoplasica (carater 26).

Na analise com pesagem implicita usando o script “setk” foram encontradas trés arvores
mais parcimoniosas com 308 passos (IC= 26 e IR= 67) e fit= 13,87, recuperadas com o
valor de k= 10,239, indicado pelo script como sendo o k “6timo”. A arvore consenso das
trés arvores mais parcimoniosas encontradas esta apresentada na Figura 5 com os valores
de suporte de Bremer (suboptimal= 11) e de Bootstrap. Uma das trés arvores mais
parcimoniosas foi selecionada aleatoriamente para mostrar a evolucdo dos caracteres

(Figura 6).
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Figura 5. Consenso estrito de trés arvores mais parcimoniosas obtidas através da analise filogenética com
dados morfologicos com pesagem implicita usando o script “setk” no software TNT (k= 10,239, passos=
308, IC= 26, IR= 67, fit= 13,87) para a inferéncia da posi¢do filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata,
Zygoptera). Numero acima dos ramos= suporte de Bremer; nimero abaixo dos ramos= suporte de
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Figura 6. Otimizagdo dos caracteres de acordo com o critério de transformacdo ACCTRAN em uma das
trés arvores mais parcimoniosas encontradas com pesagem implicita usando o script “setk” na analise
filogenética com dados morfologicos para a inferéncia da posicdo filogenética de Pseudostigmatidae
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Na filogenia resultante dessa andlise, Coryphagrion grandis é taxon-irmao dos outros
Pseudostigmatidae, com baixo suporte. A familia ¢ suportada por trés sinapomorfias
homoplésicas (caracteres 7, 8 ¢ 30) e uma sinapomorfia ndo-homoplasica (carater 47),
referente a dire¢do da curvatura na regido distal do cerco ser ventro-medial, porém ¢
medial em Mecistogaster linearis e no clado que compreende Platystigma, M. modesta e
M. ornata, sendo que alguns tdxons em Pseudostigmatidaec ndo apresentam curvatura
nessa regido do cerco. Apesar deste resultado ser consistente com o relacionamento
filogenético entre C. grandis e os outros Pseudostigmatidae apresentado por Groeneveld
et al. (2007), estes autores ndo utilizaram representantes de familias proximamente
relacionadas como Coenagrionidae.

Dentre os pseudostigmatideos, Coryphagrion grandis ¢ o Ginico que possui espinhos na
regido laterodorsal do cerco do macho, caracteristica compartilhada com Lestes pictus
(Lestidae),  Oxyagrion  rubidum  (Coenagrionidae), megapodagrionideos e
calopterigideos. Além disso, C. grandis nao apresenta algumas caracteristicas
diagnésticas de Pseudostigmatidae e que sdo compartilhada com coenagrionideos, tais
como: auséncia de veia intercalar entre RP1 e IR1 e auséncia de pseudostigma. Embora
C. grandis ndo apresente pseudostigma nas asas anterior e posterior, o seu pterostigma ¢é
espesso, ao contrario do pterostigma de Coenagrionidae (Toussaint et al., 2019). A
espessura do pterostigma indica maior acimulo de hemolinfa, importante para manter a
estabilidade durante o voo de libélulas que possuem asas longas e para suportar os seus
habitos alimentares e de oviposi¢ao (Corbet, 1983; Fincke, 1984). A caracteristica mais
evidente em C. grandis compartilhada apenas com Pseudostigmatidae ¢ o abdomen e asas
compridas, essenciais para a oviposi¢ao em fitotelmata e para coletar aranhas nas teias e
as presas das aranhas, que de acordo com Toussaint et al. (2019) representa uma
convergéncia ecomorfoldgica, também verificada em outros insetos.

Ao observar a otimiza¢ao dos caracteres de acordo com o critério de transformagao
DELTRAN, este clado de maior interesse foi suportado apenas por trés sinapomorfias
homoplasicas (caracteres 7, 8 e 30). Um dos caracteres que em Rehn (2003) ¢ tinico para
Pseudostigmatidae, no presente estudo se torna uma sinapomofia homoplésica, ja que
esse carater aparece em Platycnemis pennipes (carater 30, IR= 94), tixon nao usado por
Rehn (2003). Ainda sobre as analises com dados morfologicos com pesagem implicita,
ambos os resultados indicam a ndo-monofilia de Coenagrioinidae, pois inclui
Protoneuridae e Platycnemididae.

Dijkstra et al. (2014) e Carle et al. (2008), em seus estudos, sugeriram Bromeliagrion,
Diceratobasis e Leptobasis como géneros proximamente relacionados a
Pseudostigmatidae ou a inclusdo desses géneros dentro dessa familia. Porém, no presente
estudo, as filogenias com dados morfoldgicos indicam que esses géneros ndo estdo
proximamente relacionados a Pseudostigmatidae e permanecem como parte de
Coenagrionidae.

3.3 Analise filogenética com dados moleculares

O comprimento final dos fragmentos foi de 376 pares de bases (pb) para 16S, 1335 pb
para 28S e 535 pb para COL. Do total de 56 espécies do grupo interno e onze dos grupos
externos selecionadas a priori para o estudo, foram utilizadas, respectivamente, 35 e
quatro espécies, as quais possuiam sequéncias disponiveis ou tiveram o seu DNA
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sequenciado, sendo o enraizamento em Mesocnemis singularis. O Anexo 7 apresenta a
lista de espécies utilizadas na andlise filogenética com dados moleculares, indicando
aquelas que possuem suas sequéncias disponiveis no Genbank e aquelas que tiveram seu
DNA sequenciado para cada um dos trés genes usados.

Os rogues retirados de cada um dos genes foram Bromeliagrion rehni, Ceriagrion
melanurum, Inpabasis rosea, Ischnura capreolus, Neoneura sylvatica e Protoneura
capillaris para 16S; Argia nahuana, B. rehni e 1. rosea para 28S; Anomisma abnorme,
Elattoneura vittata, Epipleoneura venezuelensis, Heteragrion aurantiacum, I. rosea,
Leptobasis vacillans, Mesocnemis singularis, Minagrion caldense e N. sylvatica para
COLl. Os trés genes concatenados resultaram em uma matriz de 39 terminais e 2246
caracteres. A arvore obtida pela andlise de IB est4 representada na Figura 7. O resultado
da analise de MV esta representado na Figura 8.

FElattoneura_glauca

{ Elattoneura_vittata
Platycnemis_pennipes

091

Mesocnemis_singularis

Figura 7. Filogenia com dados moleculares resultante da analise de Inferéncia Bayesiana utilizando os
genes 16S, 28S e COI concatenados realizada no software MrBayes para a inferéncia da posicdo
filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Os valores de Probabilidade Posterior (PP) estdo
representados proximos aos nds. Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estdo destacadas com
cores.
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Figura 8. Filogenia com dados moleculares resultante da analise de Maxima Verossimilhanga utilizando
os genes 16S, 28S e COI concatenados realizada no software 1QTree para a inferéncia da posicdo
filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Niimero acima dos ramos= valores de bootstrap
obtidos através do método ultra-rapido; niimero abaixo dos ramos= valores de bootstrap obtidos através do
método ndo-paramétrico. Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estdo destacadas com cores.

Das dez repeti¢des da analise de MV realizadas com os dados moleculares, seis obtiveram
a mesma topologia. As outras quatro apresentaram pequenas diferencgas, trés em relagdo
a posicao de Metaleptobasis bicornis € uma em relacdo a posi¢do de Pseudagrion
kersteni.

Na filogenia com dados moleculares, tanto resultante da analise de IB, quanto de MV,
Pseudostigmatidae ndo ¢ monofilética. Pseudostigmatidae, com exce¢do de
Coryphagrion grandis, forma um clado com alto suporte, grupo-irmao de Coenagrionidae
+ Protoneuridae do Novo Mundo. Coryphagrion grandis estd aninhado em
Coenagrionidae. Nas filogenias com dados moleculares apresentadas por Toussaint et al.
(2019), Carle et al. (2008) e Dijkstra et al. (2014), Coenagrionidae é parafilética nao so
em relacdo a Pseudostigmatidae, mas também a Protoneuridae do Novo Mundo. De
acordo com o resultado do teste topologico foi recuperada uma VM = -11200,16 para a
topologia sem restri¢do. O resultado do teste forneceu evidéncias significativamente
favoraveis para a monofilia de Pseudostigmatidae sem Coryphagrion grandis (VM= -
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11177,07; 2xloge(FB) = 46,18) e para a monofilia de Coryphagrion grandis com
Coenagrionidae (VM = -11180,99; 2xloge(FB) = 38,34), testadas pelo FB.

3.4 Analise filogenética com dados morfolégicos e moleculares combinados

O tratamento dos taxons rogues foi 0 mesmo descrito no item 0. Portanto, a analise dos
Mor-Mol resultou em uma matriz de 39 terminais e 2318 caracteres. O enraizamento foi
feito em Mesocnemis singularis. A arvore obtida pela andlise de IB esté representada na
Figura 9. O resultado da andlise de MV esta representado na Figura 10.

FElattoneura_glatica

{ Elattoneura_vittata

Platycnemis_pennipes

073

Mesocnemis_singulars

Figura 9. Filogenia com dados morfolégicos e moleculares combinados resultante da analise de Inferéncia
Bayesiana realizada no software MrBayes para a inferéncia da posicdo filogenética de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera). Os valores de Probabilidade Posterior (PP) estdo representados préximos aos nos.
Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estio destacadas com cores.
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Figura 10. Filogenia com dados morfologicos e moleculares combinados resultante da analise de Maxima
Verossimilhanga realizada no software 1QTree para a inferéncia da posi¢do filogenética de
Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Numero acima dos ramos= valores de bootstrap obtidos através
do método ultra-rapido; nimero abaixo dos ramos= valores de bootstrap obtidos através do método ndo-
paramétrico. Apenas as familias pertencentes ao grupo interno estdo destacadas com cores.

As dez repeti¢des realizadas com os Mor-Mol obtiveram a mesma topologia. Ambas as
analises mostram que Pseudostigmatidae se torna monofilética ao desconsiderar
Coryphagrion grandis como parte dessa familia.

No resultado da analise de IB os pseudostigmatideos neotropicais formam um clado com
suporte de 100%, grupo-irmao de Coenagrionidae + Protoneuridae do Novo Mundo.
Coryphagrion grandis esta inserido em Coenagrionidae, clado-irmdo de Protoneuridae
do Novo Mundo. Bybee et al. (2008) encontraram um resultado parecido na filogenia
com Mor-Mol, na qual Protoneuridae do Novo Mundo ¢ monofilética, grupo-irmado de
Pseudostigmatidae + Coenagrionidae. No resultado da analise com Mor-Mol de Toussaint
et al. (2019), C. grandis é taxon-irmao dos outros Pseudostigmatidae, clado pertencente
a Coenagrionidae.

Ja no resultado da andlise de MV, Pseudostigmatidae (exceto C. grandis) forma um clado
com suporte de 100%. Coryphagrion grandis € taxon-irmao de Protoneuridae do Novo
Mundo, estes que estao inseridos em Coenagrionidae.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das sinapomorfias homoplasicas apresentadas nos resultados das analises com
dados morfolégicos, foram identificados caracteres faceis de interpretar € que possuem
informacao filogenética. Além disso, a maior amostragem utilizada foi importante para a
estabilidade do posicionamento dos grupos durante as analises.

A proposta aqui apresentada ¢ inconsistente com propostas anteriores que incluiram
Pseudostigmatidae como uma subfamilia de Coenagrionidae. As filogenias apresentadas
no presente estudo se complementaram e convergiram para a hipotese de
Pseudostigmatidae como uma familia valida. Mesmo com a retirada de C. grandis de
Pseudostigmatidae, a diagnose desta familia se mantém. Sendo assim, C. grandis como
um coenagrionideo corrobora a estudos anteriores.

Portanto, Pseudostigmatidae ¢ caracterizada pelo tamanho do abdomen que varia entre 60
e 155 mm; n6 a ¥4 ou /s do comprimento da asa; pelo menos uma fileira de células entre
CuA e a margem anal da asa; presenca de um falso pterostigma (pseudostigma); veia
intercalar entre RP1 e IR1; e cercos muito maiores que os paraproctos (rudimentares).
Coryphagrion grandis compartilha com Coenagrionidae caracteristicas como presenga
de pterostigma, auséncia de veia intercalar entre RP1 e IR1, e paraprocto desenvolvido.
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Estudo 2 Relagoes filogenéticas entre géneros e espécies de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera) com base em dados morfologicos, moleculares e dados
morfologicos e moleculares combinados

MATERIAL E METODOS
5.1 Filogenia com dados morfologicos
5.1.1 Obtencao de dados morfolégicos

O material examinado esta depositado nas seguintes instituicdes, com seus respectivos
curadores:

CCT-UFMG - Cole¢ao A.B.M. Machado do Centro de Cole¢des Taxondmicas da
UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil — Dr. Fernando A. Silveira;

INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, AM, Brasil — Dr. Marcio
Luiz de Oliveira;

NHM - Natural History Museum, Londres, Reino Unido — Dr. Benjamin Price.

Novos exemplares foram obtidos por coletas realizadas em campo por mim e por outros
pesquisadores nos estados brasileiros do Acre, Alagoas, Amapa, Bahia, Ceara, Espirito
Santo, Minas Gerais e Para. Todos esses espécimes foram depositados no CCT-UFMG.

Para o estudo das relagdes filogenéticas entre géneros e espécies de Pseudostigmatidae
foram selecionados 36 taxons terminais, sendo 13 dos grupos externos ¢ 23 do grupo
interno. O grupo interno foi composto por todos os géneros e espécies de
Pseudostigmatidae, com excecao de Platystigma pronoti (Sjostedt, 1918), que foi descrita
baseada em uma Uinica fémea e esta se encontra em mau estado de conservacao. Os grupos
externos foram compostos por representantes de: 1) Coenagrionidae (os chamados “ridge-
faced Coenagrionidae”, que sdo géneros associados a Protoneurinae sensu Jakobson &
Bianchi, 1905 devido a presenca de fronte angulada) (Dijkstra et al., 2014) e sdo
coenagrionideos proximamente relacionados ao grupo interno, e 2) Protoneuridae do
“Novo Mundo” (Protoneurinae sensu Jakobson & Bianchi, 1905), filogeneticamente mais
distante do grupo interno segundo Dijkstra ef al. (2014) e Toussaint ef al. (2019).

Pelo menos dois géneros de cada familia foram amostrados. O enraizamento da arvore
foi feito em Ischnura fluviatilis (Coenagrionidae), representante do chamado “core
Coenagrionidae”. Ischnura ¢ um género associado a Agriocnemidinae sensu Fraser, 1957
(Dijkstra et al., 2014), sendo representante de um dos clados mais distantes do grupo
interno. Sempre que possivel, a amostragem conteve o género-tipo da familia e a espécie-
tipo de cada género tanto para o grupo interno, quanto para os grupos externos, assim
como o macho e a fémea das espécies selecionadas. O material examinado para esse
estudo esta listado no Anexo 8.

5.1.2 Estudo da morfologia e terminologia morfologica
Os procedimentos foram os mesmos descritos no item 0.
5.1.3 Construcao dos caracteres

A construcdo dos caracteres seguiu os mesmos procedimentos descritos no item 0.
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A codificacdo dos caracteres das libélulas que estavam com alguma estrutura ausente,
danificada, sem possibilidade de visualizacdo ou com um dos sexos da espécie
indisponivel para estudo, foi baseada na literatura quando disponivel (De Marmels, 1984;
De Marmels & Garrison, 2005; Garrison, 1986; Garrison et al., 2010; Kimmins, 1931;
Lencioni, 2005; Lencioni, 2017; Machado & Soldati, 2017; Morton, 1924; Pessacq, 2014;
Rehn, 2003; Santos, 1979 ¢ von Ellenrieder & Garrison, 2017).

5.1.4 Analise filogenética com dados morfologicos
Os procedimentos foram os mesmos descritos no item 0.
5.2 Filogenia com dados moleculares

5.2.1 Obtencao de dados moleculares

Para a analise com dados moleculares foi usado material fresco obtido de coletas nos
estados brasileiros do Acre, Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais e Para e material doado
pelo Laboratério de Estudos Ecoldgicos em Etologia e Evolugao da Universidade Federal
de Sao Carlos, SP, Brasil (UFSCar), assim como sequéncias depositadas no banco de
dado online GenBank. Foram usados dois genes mitocondriais, 16S rRNA e Citocromo
Oxidase subunidade 1 (COI) e um gene nuclear, 28S rRNA. Esses marcadores foram
utilizados anteriormente para as libélulas por Groeneveld et al. (2007) e Ingley et al.
(2012) para verificar a relacdo entre os Pseudostigmatidae.

A extracdo de DNA foi feita da musculatura retirada de uma ou duas pernas de 10
espécimes de Odonata (Tabela 6) seguindo o protocolo de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) disponivel em
http://labs.icb.ufmg.br/Ibem/protocolos/extracao.html.

5.2.2 Tratamento dos dados moleculares

Os procedimentos foram os mesmos descritos no item 0.

Os melhores modelos de substituigdo para cada parti¢ao estdo disponibilizados no Anexo
3. Na analise com Mor-Mol foram utilizados os mesmos modelos de substituicao
molecular indicados no Anexo 3. Os modelos de particionamento morfoldgico utilizados
sdo os mesmos descritos no item 0.

Tabela 6. Espécimes que tiveram o DNA extraido para o estudo filogenético com dados moleculares das
relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera) e o numero de registro da
colecdo onde o material esta depositado. CCT-UFMG= Centro de Colegdes Taxonomicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte; LESTES= Laboratorio de Estudos Ecoldgicos em Etologia e
Evolugdo, UFSCar, Sao Carlos

Taxon Numero de registro

Mecistogaster nordestina

10D2000002 (CCT-UFMQG)

Mecistogaster sp.

10D2000003 (CCT-UFMQG)

Mecistogaster nordestina

10D2000005 (CCT-UFMG)

Mecistogaster sp.n.

10D2000006 (CCT-UFMG)

Mecistogaster ornata

10D1800095 (CCT-UFMQG)

Metaleptobasis bicornis

DS04 (LESTES)

Microstigma maculatum

1I0D1800101 (CCT-UFMQG)

Nehalennia minuta

10D2000007 (CCT-UFMQG)

Neoneura sylvatica

10D1800128 (CCT-UFMQG)

Platystigma buckleyi

10D1800099 (CCT-UFMG)
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5.2.3 Analise filogenética com dados moleculares

Os procedimentos foram os mesmos descritos no item 0. Para maiores detalhes ver o
arquivo de comandos no Anexo 9.

5.2.4 Analise filogenética com dados morfologicos e moleculares combinados

A anélise de IB foi feita com seis parti¢des, sendo uma morfoldgica e cinco moleculares,
seguindo as mesmas especificacdes detalhadas no item 0. Para maiores detalhes ver o
arquivo de comandos no Anexo 10.

RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Matriz de dados morfologicos

O conjunto final de dados resultou em uma matriz com 36 taxons e 67 caracteres
discretos, sendo 36 exclusivos para machos, seis para fémeas, 25 comuns a ambos 0s
sexos e 13 codificados como contingentes. Dentre os caracteres, 50 sdo novos e 17 foram
retirados da literatura (O’Grady & May, 2003; Rehn, 2003; Pessacq, 2008). Destes, cinco
foram usados da forma proposta pelos autores originais e 12 modificados. Dos caracteres,
quatro foram da cabeca, seis do térax, um da perna, 28 da asa, 12 do abdémen e 16 do
pénis. Do total de codificacdes (Tabela 7), 9,78% sao inaplicaveis, 3,85% sdo dados
faltantes e 0,37% sao polimorficos. Os dados faltantes ocorreram pelos mesmos motivos
citados no item 3.1. A lista de caracteres segue abaixo e as figuras correspondentes estao
disponiveis no Anexo 13.

Caracteres da cabeca

Carater 2 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 3 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 4 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 5 da lista de caracteres do item 3.1.

Caracteres do torax

Mancha marrom avermelhada ndo metéalica no mesepimero: (0) presente (Fig. 7); (1)
ausente.

Carater 7 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 8 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 9 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 10 da lista de caracteres do item 3.1.

. Carena mediana na placa mesostigmal da fémea: (0) presente (Fig. 11); (1) ausente (Fig.

9).
Caracteres das pernas

Desenvolvimento do dente suplementar da garra tarsal: (0) bem desenvolvido (Fig. 15A);
(1) pouco desenvolvido (Fig. 15B).

Bem desenvolvido ¢ um dente que forma um angulo agudo com a garra tarsal. Pouco
desenvolvido ¢ um dente diminuto em forma de tridangulo ou quase imperceptivel.
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Caracteres da asa

Carater 15 da lista de caracteres do item 3.1.

Forma da veia RP entre o arculo superior € o subné (modificado de Rehn, 2003 — carater
46): (0) retilinea (Figs. 17B); (1) levemente arqueada (Figs. 17A).

Carater 18 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 19 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 20 da lista de caracteres do item 3.1.

Origem da veia RP: (0) no arculo superior (Fig. 19); (1) no lado superior do quadrangulo
(Fig. 20A); (2) encontra com a aresta superior proximal do quadrangulo (Fig. 20B).
Carater 23 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 24 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 25 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater 26 da lista de caracteres do item 3.1.

Pseudostigma na asa posterior: (0) presente (Fig. 22A, 23A, 23B); (1) ausente (22B).
Dilatagdo costal anterior ao apice da asa, acima do estigma (pseudostigma) na asa
posterior do macho: (0) presente (Fig. 22A, 23A, 23B); (1) ausente (Fig. 24A).
Angulacao da dilatacdo costal anterior ao apice da asa, acima do estigma na asa posterior
do macho: (0) acentuada (Fig. 22A); (1) moderada (Fig. 23A); (2) sutil (Fig. 23B).

Carater contingente ao estado 0 do carater 23.

Numero de fileira de células ocupadas completamente pelo pseudostigma na asa anterior
do macho: (0) uma (Fig. 26); (1) duas (Fig. 24A); (2) trés (Fig. 24B); (3) seis (Fig. 21A).

Caréater contingente ao estado 0 do carater 21.

Carater 27 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 28 da lista de caracteres do item 3.1.
Mancha apical da asa anterior do macho: (0) presente (Fig. 26); (1) ausente.

A mancha apical refere-se a uma mancha distal a regido onde o pseudostigma se encontra
e que pode incluir o pseudostigma.

Mancha apical da asa posterior do macho: (0) presente (Fig. 27); (1) ausente.

Carater 29 da lista de caracteres do item 3.1.

Posi¢do em que o apice das veias RA e RP; encontram a margem na asa anterior (Rehn,
2003 — carater 85): (0) no apice (Fig. 21B); (1) abaixo do 4pice da asa, sendo proximo a
margem anal da asa (Fig. 27).

De acordo com Rehn (2003), o estado de carater 1 ¢ uma sinapomorfia de
Pseudostigmatidae do Novo Mundo e da espécie africana Coryphagrion grandis.

Carater 31 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 32 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 33 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 34 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 36 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 37 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 38 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 39 da lista de caracteres do item 3.1.
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Carater contingente ao estado 0 do carater 14.
Caracteres do abdomen

Carater 41 da lista de caracteres do item 3.1.
Posicao da aleta no hamulo anterior do macho: (0) exposta fora da cavidade genital (Fig.
34A); (1) posicionada dentro da cavidade genital (Fig. 34B).

Em Mecistogaster linearis e M. lucretia ha individuos da mesma espécie que possuem a
aleta exposta fora da cavidade genital e ha individuos que possuem a aleta posicionada
dentro da cavidade genital.

Carater 43 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 44 da lista de caracteres do item 3.1.
Proje¢do na regido interna do cerco do macho: (0) presente (Fig. 38); (1) ausente.

O cerco de Megaloprepus ¢ igual ao de Microstigma.

Carater 46 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 47 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater contingente ao estado 0 do carater 45.

Carater 48 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 50 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 51 da lista de caracteres do item 3.1.

Caréater contingente ao estado 1 do carater 48.

Carater 54 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 55 da lista de caracteres do item 3.1.

Caracteres do pénis

Pelos nas laterais do segmento I do pénis: (0) presente (Fig. 45); (1) ausente.
Carater 57 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 58 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 59 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 61 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater 62 da lista de caracteres do item 3.1.

Carater contingente ao estado 0 do carater 56.

Dobra extra, além da dobra interna, no segmento II do pénis em vista lateral: (0) presente
(Fig. 55); (1) ausente.

Alongamento dorsal da dobra terminal do pénis em vista lateral: (0) presente (Fig. 50);
(1) ausente.

O alongamento dorsal foi considerado quando a dobra terminal se curva dorsalmente.

Carater 64 da lista de caracteres do item 3.1.
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Como Bromeliagrion rehni possui o segmento III do pénis reduzido, os caracteres 64-67
foram codificados como inaplicaveis.

Lobo ventral na base do segmento III do pénis em forma de flagelo em vista lateral: (0)
presente (Fig. 51); (1) ausente (Fig. 55).

Carater contingente ao estado 1 do carater 60.
Carater 66 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater contingente ao estado 0 do carater 60.

Disposi¢ao dos espinhos no segmento III do pénis em forma de placa: (0) com dois tufos
isolados (Fig. 56); (1) fileira continua (Fig. 50)

Carater contingente ao estado 0 do caréater 60.
Carater 69 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater contingente ao estado 0 do carater 60.
Carater 70 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater contingente ao estado 0 do carater 60.
Carater 72 da lista de caracteres do item 3.1.
Carater contingente ao estado 0 do carater 60.

Desenvolvimento do afilamento do 4pice do segmento III do pénis em forma de placa em
vista dorsal: (0) abrupto, formando um lobo na ponta (Fig. 58); (1) gradativo (Fig. 59).

Carater contingente ao estado 0 do carater 60 e ao estado 0 do carater 66.

Tabela 7. Matriz de caracteres usada na analise filogenética com dados morfoldgicos para a reconstrucao
das relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). “-” = caracteres
inaplicaveis, “?” = dados faltantes, “0&1” = caracteres polimorfico. Os estados dos caracteres foram
indicados com siglas de acordo com a literatura usada para as codificagdes: DM= De Marmels, 1984; MG=
De Marmels & Garrison, 2005; G= Garrison, 1986; GA= Garrison et al., 2010; KI= Kimmins, 1931; L=
Lencioni, 2005; LE= Lencioni, 2017; MS= Machado & Soldati, 2017; R= Rehn, 2003; SA= Santos, 1979;
EG= von Ellenrieder & Garrison, 2017; WM= Westfall & May, 2006.
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6.2 Analise filogenética com dados morfolégicos

Na andlise do TNT com pesagem igual foram encontradas quatro arvores mais
parcimoniosas com 181 passos (IC=41 e IR= 73) e o consenso dessas arvores com
os valores de suporte absoluto de Bremer (suboptimal= 7) e de Bootstrap esta
representado na Figura 11. Uma das quatro arvores mais parcimoniosas foi
selecionada aleatoriamente para mostrar a evolugdo dos caracteres (Figura 12). Em
todas as quatro arvores mais parcimoniosas encontradas, Coryphagrion grandis ¢é
taxon-irmao dos outros pseudostigmatideos.

Ischnura fluviatilis

Diceratobasis macrogasier
Metaleptobasis bicornis
—— Bromeliagrion rehni

Nehalennia minuta

Nehalennia speciosa
Neoneura billinearis
Neoneura sylvatica

Protoneura capillaris

Protoneura paucinervis

Coenagrion puella

Leptagrion bocainense

Leptagrion macrurum

Coryphagrion grandis

Figura 11. Consenso estrito de quatro arvores mais parcimoniosas obtidas através da analise
filogenética com dados morfologicos com pesagem igual no software TNT (Passos= 181, IC=41, IR=
73) para a reconstrucdo das relacdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidac (Odonata,
Zygoptera). Numero acima dos ramos= suporte absoluto de Bremer; numero abaixo dos ramos=
suporte de Bootstrap. Apenas os géneros pertencentes ao grupo interno estdo destacados com cores.
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Figura 12. Otimizagdo dos caracteres de acordo com o critério de transformacdo ACCTRAN em uma
das quatro arvores mais parcimoniosas encontradas com pesagem igual na andlise filogenética com
dados morfolégicos para a reconstrucdo das relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera). Circulos brancos= caracteres homoplasicos; circulos pretos= caracteres
sinapomorficos; nimero acima dos ramos= niimero dos caracteres; nimero abaixo dos ramos= estados
dos caracteres. Clado de interesse amplificado e delimitado por um retangulo preto.
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Algumas espécies do grupo interno, a maioria descrita recentemente por Machado &
Soldati (2017) e Soldati & Machado (2019) foram amostradas pela primeira vez em
uma analise filogenética: Mecistogaster kesselringi Soldati & Machado, 2019, M.
mielkei Soldati & Machado, 2019, M. nordestina Soldati & Machado, 2019,
Microstigma maculatum Hagen in Selys, 1860, Platystigma humaita Machado &
Soldati, 2017, P. minimum Machado & Soldati, 2017 e P. quadratum Machado &
Soldati, 2017. Coryphagrion grandis ¢ taxon-irmdo de todos os outros
pseudostigmatideos neotropicais, relacdo suportada por quatro sinapomorfias
homoplésicas (caracteres 4, 11, 19 e 45) e uma sinapomorfia ndo-homoplésica
(carater 31) referente a posicdo em que o apice das veias RA e RPI encontra a
margem na asa anterior ser abaixo do seu apice. Pseudostigma foi o Unico género
monofilético e é suportado por duas sinapomorfias homoplésicas (caracteres 37 ¢ 42)
e uma sinapomorfia ndo-homoplasica (carater 39) referente a presenga da veia
intercalar entre a veia CuA e a margem anal da asa anterior.

Na andlise do TNT com pesagem implicita foram obtidas oito conjunto de arvores
com maior similaridade em relagdo as outras de acordo com o resultado do script
desenvolvido por Mirande (2009) em conjunto com o script “lazy” (Costa et al.,
2020) (Tabela 8 e Tabela 9). Os valores de k referentes a esses oito conjuntos de
arvores foram 1.413, 1.659, 1.952, 2.306, 2.744, 3.298, 4.023 ¢ 5.011 (Tabela 9). O
valor de k escolhido foi aquele que possuia um conjunto de arvores com maior fit (k=
1.413) e o consenso das arvores geradas por esse valor de constante de concavidade
foi usado como referéncia. Para esse valor de k= 1.413 foi encontrada uma unica
arvore mais parcimoniosa com 185 passos (IC= 40 e IR= 72) e fir= 24,50. A arvore
mais parcimoniosa encontrada e a evolucdo dos caracteres estdo apresentadas na
Figura 13 com os valores de suporte relativo de Bremer (suboptimal= 6) e de
Bootstrap.

Tabela 8. Valores de similaridade (movimentos SPR) produzidos pela comparagdo das topologias de
11 conjuntos de arvores mais parcimoniosas (fornecidas pelo script desenvolvido por Mirande em
2009) usando o script “lazy” (Costa et al., 2020) para a reconstrugdo das relagdes filogenéticas entre
os géneros ¢ espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). O resultado da soma dos valores
de cada coluna (em negrito) representa o nimero total de rearranjos de um conjunto de arvores em
relagdo a todos os 11 conjuntos de arvores obtidos. O menor valor da soma representa o conjunto de
arvores com a topologia mais similar em compara¢do com os outros, o que define o melhor valor de
k (ver Tabela 9). O conjunto de arvores selecionado esta marcado de cinza escuro

Conjunto de arvores {1:12:1314 5:6:7 8: 9 i110:11
1 0i0{0i0;0:000:1:1:5
2 0/0i0i0i0000:1:1:5
3 0/i0{0i0/000I0:1:1:5
4 0i0{0i0/00/00:1:1:5
5 0i0{0i{0;0000:1:1:5
6 0i0{0i0;0:0/0{0:1:1:5
7 0i0{0/0i0:0/0{0:1:1:5
8 0i0i0i0;0:0:0i0:1:1:5
9 1i1i1i1i1i1:1/1:0:0: 4
10 1i1i1i11:1:1:1:0:0 : 4
11 5!5/5/5i{5i5i155:4:4:0

SOMA={7{7{7!7{7:7:7:7:12:12:48
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Tabela 9. Valor de k para cada um dos 11 conjuntos de arvores gerado pelo script desenvolvido por
Mirande (2009) para a reconstrugdo das relacdes filogenéticas entre os géneros e espécies de
Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Os valores de k escolhidos de acordo com os conjuntos de
arvores selecionados na Tabela 8 e os nimeros de arvores mais parcimoniosas encontradas para cada
conjunto de arvores, assim como seus valores de fif estdo marcados na cor cinza escuro

Conjunto de arvores k  Narvores fit
1 1.413 1 24.506
2 1.659 1 23.039
3 1.952 1 21.529
4 2.306 1 19.969
5 2.744 1 18.352
6 3.298 1 16.669
7 4.023 1 14.906
8 5.011 1 13.052
9 6.439 1 11.085
10 8.682 1 8.975
11 12.720 1 6.692

Na andlise com pesagem implicita usando o script “setk” foi encontrada uma unica
arvore mais parcimoniosa com 185 passos (IC=40 e IR="72) ¢ fit= 13,46, recuperada
com o valor de k= 4,765, indicado pelo script como sendo o k “6timo”. A arvore
referente a esse k possui a mesma topologia e evolugdo dos caracteres apresentados
na Figura 13.
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Figura 13. Otimizacdo dos caracteres de acordo com o critério de transformacdo ACCTRAN na
arvore mais parcimoniosa obtida através da analise filogenética com dados morfologicos com
pesagem implicita usando o script desenvolvido por Mirande (2009) em conjunto com o script “lazy”
(Costa et al., 2020) no software TNT (k= 1,413, passos= 185, IC= 40, IR= 72, fir= 24,50) para a
reconstrucdo das relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). No
retangulo preto, numero acima dos ramos= suporte relativo de Bremer; nimero abaixo dos ramos=
suporte de Bootstrap. Circulos brancos= caracteres homoplasicos; circulos pretos= caracteres
sinapomorficos; nimero acima dos ramos= niimero dos caracteres; nimero abaixo dos ramos= estados
dos caracteres. A arvore mais parcimoniosa obtida usando o script “setk” (k= 4,765, passos= 185, IC=
40 e IR= 72, fir=13,46) possui a mesma topologia, com a mesma otimizagao de caracteres. Apenas os
géneros pertencentes ao grupo interno estdo destacados com cores.
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A arvore filogenética resultante das duas analises com dados morfolégicos com
pesagem implicita (Figura 13) forneceu uma melhor resolucdo das relagdes,
principalmente entre as espécies de Pseudostigmatidae, comparada com o resultado
da andlise com dados morfologicos com pesagem igual. Portanto, a arvore acima
(Figura 13) foi usada como base para a discussdo detalhada das relagdes entre os
géneros e espécies de Pseudostigmatidae.

Nessas analises, Pseudostigmatidaec ¢ monofilética, sendo Coryphagrion grandis
taxon-irmao de todos os outros pseudostigmatideos, relagdo suportada por seis
sinapomorfias homoplasicas (caracteres 6, 38, 42, 51, 56 e 64) e uma sinapomorfia
nao-homoplasica (carater 31) referente ao apice das veias RA e RP1 encontrar a
margem na asa anterior abaixo do seu apice. Microstigma € parafilético em relagdo a
Anomisma e Megaloprepus, géneros monotipicos, sugerindo Microstigma
rotundatum como pertencente ao género Megaloprepus, ou todas as espécies de
Microstigma e Anomisma abnorme como representantes de Megaloprepus (género
mais antigo). As sinapomorfias ndo-homoplasicas que suportam esse clado
(caracteres 32 e 36) sdo, respectivamente, presenga de veia intercalar entre as veias
RA e RP na asa anterior e presenga de ramificacdo dicotomica da veia RP3 na asa
anterior.

Platystigma ¢ parafilético em relacdo a Pseudostigma e Mecistogaster, com P.
astictum como tdxon-irmao do clado composto por Platystigma (Pseudostigma +
Mecistogaster). Platystigma se tornaria monofilético com a alocacdo de P. astictum
em um novo género, devido ao seu posicionamento na arvore. Dentre os Platystigma,
P. astictum ¢ o Unico que ndo possui mancha apical na asa posterior do macho
(carater 29) e espinhos no segmento III do pénis (carater 62). Além disso, P. astictum
estd distribuida em area de Mata Atlantica no sudeste do Brasil, enquanto que os
outros representantes do género (exceto P. pronoti) ocorrem na regiao Amazonica no
norte do pais ou em outros paises latino-americanos. Apesar dessa distribuicao
disjunta, juntamente com os caracteres morfoldgicos que a difere das outras espécies
trazerem certo suporte para a transferéncia de P. astictum para um novo género, essa
possibilidade deve ser analisada com mais detalhes. Essa lacuna na distribui¢ao pode
estar relacionada a dificuldade em encontrar individuos em seu habitat natural e falta
de coletas. Além disso, o comportamento reprodutivo da espécie e caracteristicas
morfologicas das ninfas podem fornecer novas evidéncias.

Nas relagdes entre as espécies de Platystigma, P. martinezi (Machado 1985) e P.
minimum Machado & Soldati, 2017, esta tiltima descrita recentemente e nunca usada
em um estudo filogenético (Machado & Soldati, 2017), sdo proximamente
relacionadas, suportadas por uma sinapomorfia homoplasica (carater 30) e uma
sinapomorfia ndo-homoplasica (carater 28) referente a presenga de mancha apical na
asa anterior do macho. Ja a relagdo entre as outras trés espécies de Platystigma (P.
buckleyi, P. humaita e P. quadratum) € incerta e compartilham duas sinapomorfias
nao-homoplasicas, uma delas ¢ referente aos espinhos na lateral do segmento I1I do
pénis em forma de placa estarem dispostos em dois tufos isolados (carater 63) e o
outro ¢ o afilamento do apice do segmento III do pénis que acontece de forma
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abrupta, formando um lobo (carater 67). Essa incerteza do relacionamento entre essas
trés espécies reflete a similaridade morfologica que possuem.

Pseudostigma e Mecistogaster sao monofiléticos, grupos-irmaos e possuem uma
relacionamento filogenético proximo a Platystigma. Ingley et al. (2012) haviam
mencionado a necessidade de uma maior amostragem de Mecistogaster para definir
o posicionamento de Pseudostigma. No presente estudo, unico que incluiu todos as
espécies de Mecistogaster, Pseudostigma é clado-irmao de Mecistogaster e esse
relacionamento ¢ suportado por quatro sinapomorfias homoplasicas (caracteres 46,
47, 56 ¢ 60) e duas sinapomorfias nao-homoplasicas, uma referente a acentuada
angulacdo da dilatacdo costal anterior ao apice da asa (carater 24), mas que nao se
aplica a Pseudostigma ja que esse género nao possui dilatacdo costal na asa, e a outra
refere-se a duas fileiras de células ocupadas completamente pelo pseudostigma na
asa anterior do macho (carater 25). Ao observar a otimizacdo dos caracteres de
acordo com o critério de transformacdo DELTRAN, o relacionamento de
Pseudostigma com Mecistogaster ¢ suportado por uma sinapomorfia homoplésica
(carater 60) e duas sinapomorfias ndo-homoplésicas (caracteres 25 e 61). O carater
61 refere-se a auséncia de lobo ventral na base do segmento III do pénis em forma
de flagelo, carater ndo aplicavel a M. ornata, ja que o seu pénis € em forma de placa.

O clado de Pseudostigma ¢é suportado por trés sinapomorfias homoplasicas
(caracteres 9, 37 e 42) e uma sinapomorfia ndo-homoplasica (carater 39) referente a
presenga de veia intercalar entre a veia CuA e a margem anal da asa anterior. O clado
de Mecistogaster & suportado por duas sinapomorfias nao-homoplasicas, uma
referente ao formato retangular da vesicula seminal (carater 40), e a outra refere-se a
presenca de carena na parte interna do cerco do macho (carater 43).

Mecistogaster ornata € a Unica espécie dentro do género que possui o segmento 111
do pénis em forma de placa, caracteristica de Platystigma. Porém, nesse segmento
em forma de placa de M. ornata nao ha espinhos, enquanto que em Platystigma os
espinhos estao presentes. Devido a essa caracteristica em forma de placa do pénis de
M. ornata, que a diferencia dos outros Mecistogaster, Kennedy (1920) designou um
novo género Xanthostigma, onde essa espécie seria alocada. Além disso, M. ornata
se diferencia dos outros Pseudostigmatidae por possuir trés fileiras de células
ocupadas completamente pelo pseudostigma na asa anterior do macho (carater 25).
Essas caracteristicas trazem importantes evidéncias taxondmicas, mas no contexto
filogenético podem gerar outras hipoteses. Na filogenia apresentada, M. ornata esta
aninhada em Mecistogaster, como tdxon-irmao de M. modesta.

Mecistogaster lucretia e M. linearis sdo taxons-irmaos, unidos por trés sinapomorfias
homopléasicas (caracteres 20, 53 e 58) e uma sinapomorfia ndo-homoplésica (carater
24), que refere-se a moderada angulacdo da dilatacdo costal anterior ao apice da asa,
mas que ¢ presente apenas em M. [ucretia, ja que M. linearis ndo possui dilatacao
costal na asa. Ao observar a otimizacao dos caracteres de acordo com o critério de
transformagdo DELTRAN, a relacdo entre M. linearis € M. lucretia ndo apresenta
sinapormorfia, ja que a dilatacdo costal anterior ao 4pice da asa esta ausente em M.
linearis, ja mencionado acima.

Ja M. kesselringi e M. mielkei sdo espécies-irmas e este clado esta em uma tricotomia
com M. nordestina ¢ M. amalia, sendo que estas trés primeiras espécies, descritas
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por Soldati & Machado (2019), foram usadas pela primeira vez em um estudo
filogenético. Essa tricotomia foi suportada pela sinapomorfia ndo-homoplésica da
dire¢dao da dobra interna no segmento II do pénis estar voltada distalmente (carater
57). A falta de clareza na relagdo entre essas quatro espécies reflete a similaridade
morfologica que possuem.

6.3 Analise filogenética com dados moleculares

O comprimento final de cada fragmento foi de 392 pares de bases (pb) para 168S,
1362 pb para 28S e 656 pb para COI. Do total de 23 espécies do grupo interno e 13
dos grupos externos selecionadas a priori para o estudo, foram utilizadas,
respectivamente, 18 e dez espécies, as quais possuiam sequéncias disponiveis ou
tiveram o seu DNA sequenciado, sendo o enraizamento em Ischnura fluviatillis. O
Anexo 11 apresenta a lista de espécies utilizadas na anélise filogenética com dados
moleculares, indicando aquelas que possuem suas sequéncias disponiveis no
Genbank e aquelas que tiveram seu DNA sequenciado para cada um dos trés genes
usados.

Os trés genes concatenados resultaram em uma matriz de 28 terminais e 2410
caracteres. A arvore obtida pela andlise de IB esta representada na Figura 14. O
resultado da analise de MV esta representado na Figura 15.
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Figura 14. Filogenia com dados moleculares resultante da analise de Inferéncia Bayesiana utilizando
os genes 16S, 28S e COI concatenados realizada no software MrBayes para a reconstru¢do das
relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Os valores de
Probabilidade Posterior (PP) estdo representados proximos aos nés. Apenas os géneros pertencentes
ao grupo interno estdo destacados com cores.
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Figura 15. Filogenia com dados moleculares resultante da analise de Maxima Verossimilhanga
utilizando os genes 16S, 28S e COI concatenados realizada no software IQTree para a reconstru¢ao
das relacgdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Numero acima
dos ramos= valores de bootstrap obtidos através do método ultra-rapido; numero abaixo dos ramos=
valores de bootstrap obtidos através do método ndo-paramétrico. Apenas os géneros pertencentes ao
grupo interno estdo destacados com cores.

As dez repeticOes da analise de MV realizadas com os dados moleculares obtiveram
a mesma topologia. No resultado da andlise de IB, Coryphagrion grandis esta
posicionado entre as espécies dos grupos externos e os Pseudostigmatidae
neotropicais estdo formando uma politomia com Bromeliagrion rehni e Protoneura
capillaris. Metaleptobasis bicornis € taxon-irmao dessa politomia, com alto suporte
de PP. No resultado da andlise de MV, C. grandis se mantém junto aos grupos
externos e os outros pseudostigmatideos sdo grupo-irmao de Protoneura capillaris,
com baixo suporte de bootstrap. As relagdes entre as espécies de Pseudostigmatidae
no resultado da IB, com exce¢do de Anomisma abnorme e Megaloprepus caerulatus,
obtiveram a mesma topologia apresentada no resultado da analise de MV. Porém, o
resultado desta iltima analise forneceu uma melhor resolucao das relagdes entre os
géneros de Pseudostigmatidae. Devido a isso, a filogenia resultante da anélise de MV
foi usada como base para a discussdo dos relacionamentos intergenéricos e
interespecificos.
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Foi amostrado 70% das espécies que compdem Pseudostigmatidae. Além disso,
foram incluidas sequéncias de um Mecistogaster sp., um Mecistogaster sp.n. ¢ de
dois exemplares identificados como Mecistogaster nordestina a fim de verificar o
posicionamento desses taxons, ja que haviam davidas sobre as suas identificacdes.

r

No resultado da andlise de MV a monofilia dos géneros ¢ recuperada, exceto
Mecistogaster, sendo M. modesta taxon-irmao de Pseudostigma aberrans, mesma
relacdo filogenética com alto suporte de bootstrap e PP apresentada por Feindt et al.
(2014) que usou os genes 16S e ND1 e Toussaint et al. (2019) que usou nove genes.
Ao observar a morfologia, Mecistogaster modesta se diferencia de P. aberrans e
compartilha com os outros Mecistogaster diversas caracteristicas como auséncia de
ramificacdo dicotomica da veia RP3 na asa anterior, auséncia de veia intercalar entre
a veia CuA e a margem posterior da asa anterior, presenca de carena na parte interna
do cerco do macho, e curvatura medial na regido distal do cerco do macho. Além
disso, segundo o relacionamento apresentado no resultado da andlise com dados
morfologicos, dentre os Mecistogaster, M. modesta compartilha com M. ornata a
auséncia de espordo na regido apical do cerco do macho e tufo de cerdas na lateral
da regido distal do segmento II, diferentemente de P. aberrans. Esses fatores
fornecem maior seguranga para manter a hipdtese filogenética apresentada com
dados morfologicos, especialmente por incluir todas as espécies de Mecistogaster e
Pseudostigma.

Microstigma € monofilético, clado-irmdo de Megaloprepus caerulatus.
Mecistogaster anomalum ¢ proximamente relacionada a M. rotundatum com alto
suporte de bootstrap. Microstigma e Megaloprepus sao grupos-irmao de Anomisma
abnorme, mesmos resultados encontrados por Feindt ef al. (2014) e Toussaint et al.
(2019), que também encontraram alto suporte para a relagdo entre os Microstigma.

Mecistogaster sp., espécie que pode se tratar de uma espécie nova ¢ tdxon-irmao de
M. linearis. Ja Mecistogaster sp.n. € M. nordestina_06 parecem ser a mesma especie,
o que indica que esta ultima seria um Mecistogaster sp.n., ou a espécie supostamente
nova seria M. nordestina_06. Essas duas espécies sdo taxons-irmaos de M.
nordestina_01, sugerindo que essas espécies precisam de aten¢do, incluindo mais
estudos morfologicos e moleculares para a defini¢dao das espécies. Devido a escassez
de dados moleculares, ndo ¢ possivel discutir o relacionamento entre os
pseudostigmatideos e, portanto, foram feitas comparagdes com trabalhos anteriores
que usaram dados semelhantes.

Além disso, no resultado dessa analise, M. ornata ¢ mais proximamente relacionada
a M. nordestina em relagdo aos outros Mecistogaster. Esse relacionamento nao
possui suporte morfoldgico ja que suas caracteristicas sdo divergentes, sendo M.
nordestina morfologicamente mais similar as outras espécies de Mecistogaster do
que de M. ornata.

Segundo o resultado da analise de MV, Platystigma ¢ monofilético. Assim como em
Feidt et al. (2014) e Toussaint et al. (2019), no presente estudo P. astictum, P.
martinezi € P. jocaste formam um clado com elevado suporte de bootstrap. Porém,
em Feidt et al. (2014), P. astictum ¢ mais proximamente relacionado a P. jocaste,
enquanto que o presente estudo corrobora ao resultado de Toussaint et al. (2019), no
qual P. astictum ¢ taxon-irmao de P. martinezi, ambos com alto suporte de bootstrap
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e PP. O relacionamento entre essas duas espécies € suportado por trés caracteristicas
morfologicas estruturais ndo compartilhadas por P. jocaste: presenga de dilatacao
costal anterior ao 4pice da asa, na asa posterior do macho; presenca de cerdas nas
laterais da regido distal do segmento II do pénis; e segmento III do pénis em forma
de placa em vista dorsal nao afilado na regido apical. Ja P. astictum e P. jocaste
compartilham apenas duas caracteristicas ndo compartilhadas por P. martinezi e estas
sdo apenas de coloragao.

6.4 Analise filogenética com dados morfologicos e moleculares combinados

A andlise com os Mor-Mol resultou em uma matriz de 27 terminais e 2477 caracteres.
O enraizamento foi feito em Ischnura fluviatillis. A arvore obtida pela analise de IB
esta representada na Figura 16. O resultado da analise de MV esta representado na
Figura 17. As dez repeti¢des da andlise de MV realizadas com os Mor-Mol obtiveram
a mesma topologia.
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Figura 16. Filogenia com dados morfologicos e moleculares combinados resultante da analise de
Inferéncia Bayesiana realizada no software MrBayes para a reconstrucdo das relagdes entre os géneros
e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Os valores de Probabilidade Posterior (PP)
estdo representados proximos aos nods. Apenas os géneros pertencentes ao grupo interno estio
destacados com cores.
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Figura 17. Filogenia com dados morfologicos e moleculares combinados resultante da analise de
Maxima Verossimilhanga realizada no software 1QTree para a reconstrucdo das relagdes entre os
géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera). Numero acima dos ramos= valores
de bootstrap obtidos através do método ultra-rapido; numero abaixo dos ramos= valores de bootstrap
obtidos através do método ndo-paramétrico. Apenas os géneros pertencentes ao grupo interno estdo
destacados com cores.

Nos resultados das analises de MV e IB, Coryphagrion grandis ¢ taxon-irmao de
Nehalennia, com baixo suporte de PP e de bootstrap. Metaleptobasis bicornis €
taxon-irmao de todos os outros Pseudostigmatidae em ambas as analises, com baixo
suporte de PP e de bootstrap. As relagdes filogenéticas entre as espécies de
Microstigma, Pseudostigma + Mecistogaster, e dentro de Mecistogaster sao as
mesmas apresentadas no resultado da andlise de MV com dados moleculares,
portanto as discussdes feitas anteriormente se mantém para o resultado da anélise
com Mor-Mol. Nesta filogenia, as relacdes filogenéticas entre Anomisma,
Megaloprepus e Microstigma e entre Pseudostigma e Mecistogaster corroboram aos
resultados apresentados por Ingley ef al. (2012).

As diferencas apresentadas entre o resultado da andlise de MV com dados
moleculares e com Mor-Mol sdo Anomisma e Megaloprepus como taxons-irmaos, €
Platystigma astictum como taxon-irmao de P. buckleyi, todos com baixo suporte. No
primerio caso, Megaloprepus caerulatus possui caracteristicas morfoldgicas mais
similares a Microstigma do que Anomisma abnorme. Tanto Megaloprepus, quanto
Microstigma possuem a asa mais expandida transversalmente, ja que compartilham,
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por exemplo, a presenca de veias intercalares entre as veias RA e RP na asa anterior.
No segundo caso, P. astictum e P. buckleyi compartilham dois caracteres estruturais
que sdo presenca de lobos na regido distal mediana do S10 do macho em vista dorsal
e presenga de cerdas nas laterais da regido distal do segmento II do pénis. Apesar
disso, a relagdo proxima de P. astictum com P.martinezi, apresentada no resultado
das analises com dados moleculares possui alto suporte bootstrap e PP e ¢
morfologicamente suportada por trés caracteristicas, fornecendo mais evidéncia para
esta hipdtese. No resultado da andlise de IB esses relacionamentos ndo estdo
resolvidos.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresenta a primeira hipotese filogenética que reflete a diversidade
encontrada em Pseudostigmatidae. As arvores filogenéticas resultantes das analises
com dados morfoldgicos indicaram Coryphagrion grandis como taxon-irmao dos
Pseudostigmatidae. Ao contrario, nas analises que usaram dados moleculares, C.
grandis esta posicionada junto aos grupos externos. Esse relacionamento proximo
entre a espécie africana C. grandis e as espécies neotropicais se deve ndo apenas a
similaridade morfoldgica, mas também a ocupagao de nichos semelhantes e mesmos
habitos alimentares e de oviposi¢do. Portanto, mantém-se a proposta de C. grandis
como um representante de Coenagrionidae, ja indicado no Estudo 1.

A proposta de divisdo de Pseudostigmatidae nas subfamilias Mecistogastrinae e
Pseudostigmatinae sugeridas, respectivamente por Bechly (1996) e Munz (1919),
ndo se aplica aqui. Os resultados mostram claramente que Mecistogaster e
Platystigma ndo formam um clado, assim como Pseudostigma nao ¢ proximamente
relacionado a Anomisma, Megaloprepus e Microstigma.

Um dos estudos pela primeira vez realizado foi a verificagdo da monofilia do género
Platystigma com base em analises filogenéticas. Devido aos resultados divergentes
apresentados pela andlise com dados morfolégicos e pelas andlises com dados
moleculares e Mor-Mol, se fazem necessarias novas analises com dados moleculares
incluindo todos os representantes do género, a fim de obter mais informagdes e
evidéncias.

Os dados moleculares foram essenciais para complementar a elucidacdo do
relacionamento entre os géneros, porém o relacionamento entre as espécies de alguns
géneros permanecem dubios, j4 que ndo foi possivel amostrar todas as espécies de
Pseudostigmatidae. Portanto, analises com dados moleculares incluindo as espécies
ainda ndo amostradas e o uso do outros genes mitocondrias serdo essenciais para uma
melhor defini¢cdo de hipoteses do relacionamento entre as espécies, especialmente de
Mecistogaster ¢ Platystigma. Essas analises oferecerdo novas contribuigdes para a
classificagdo de Pseudostigmatidae, familia que até agora permanecia com muitas
incertezas.
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CAPITULO 2 Taxonomia de Mecistogaster Rambur, 1842 e Platystigma
Kennedy, 1920 (Odonata, Zygoptera, Pseudostigmatidae)

RESUMO

Os géneros Mecistogaster e Platystigma sdo encontrados na América do Sul e
América Central e necessitam de revisdo taxonomica. Mecistogaster inclui espécies
e subespécies com status taxondmico mal definido, descritas de forma incompleta e
com base em caracteres que sao variaveis. No presente estudo, foi feito um estudo
taxondmico das espécies desses dois géneros, resultando na redescri¢ao dos machos
de Mecistogaster linearis, M. ornata, Platystigma buckleyi e P. jocaste, e na criagao
de uma chave taxondmica atualizada de Mecistogaster com fotografias dos principais
caracteres. Adicionalmente, ¢ sugerida a sinonimia de Mecistogaster kesselringi, M.
nordestina ¢ M. mielkei com M. amalia, assim como de Platystigma humaita e P.
quadratum com P. buckleyi.

Palavras-chave: Neotrdpico, taxonomia, Pseudostigmatidae, Zygoptera.

ABSTRACT

The genera Mecistogaster and Platystigma are found in South and Central America
and need taxonomic revision. Mecistogaster includes many species and subspecies
with poorly defined taxonomic status, incompletely described and based on
characters that are variable. In the present study, a taxonomic study of the species of
these two genera was carried out, resulting in the redescription of males of
Mecistogaster linearis, M. ornata, Platystigma buckleyi and P. jocaste, and in the
development of an updated taxonomic key of Mecistogaster with photographs of the
main characters. Additionally, the synonymy of Mecistogaster kesselringi, M.
nordestina and M. mielkei with M. amalia 1s suggested, as well as of Platystigma
humaita and P. quadratum with P. buckleyi.

Keywords: Neotropical, taxonomy, Pseudostigmatidae, Zygoptera.

INTRODUCAO

Mecistogaster Rambur, 1842 ¢ representado por cinco espécies com distribuicao na
Regido Neotropical (Garrison et al., 2010): M. amalia (Burmeister, 1839), M.
linearis (Fabricius, 1776) [espécie-tipo], M. lucretia (Drury, 1773), M. modesta
Selys, 1860 e M. ornata Rambur, 1842. Sdo espécies de grande porte (asa posterior
5-7 cm, abdémen 7-14 cm), consideradas umas das maiores libélulas conhecidas; o
pénis apresenta dobra interna (exceto M. linearis e M. modesta), sendo o terceiro
segmento do pénis em forma de flagelo (Machado & Soldati, 2017), com excecao de
M. ornata que possui o pénis em forma de placa afilando gradativamente em direcao
ao apice.
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O género Platystigma Kennedy, 1920, tratado como sinonimo de Mecistogaster por
Garrison et al. (2010), foi recentemente revalidado por Machado & Soldati (2017) e
¢ representado por seis espécies com distribuicdo na América do Sul: P. astictum
(Selys, 1860), P. buckleyi (McLachlan, 1881), P. jocaste (Hagen, 1869) [espécie-
tipo], P. martinezi (Machado 1985), P. minimum Machado & Soldati, 2017 e P.
pronoti (Sjostedt, 1918). Sdo espécies de pequeno a médio porte (asa posterior 3-5
cm, abdomen 5-7 cm); pénis com auséncia de dobra interna, sendo o terceiro
segmento do pénis em forma de placa com pequenos dentes ou tufo de espinhos na
lateral (Machado & Soldati, 2017).

Os adultos desses géneros voam nos sub-bosques das florestas e possuem um
comportamento exclusivo de alimentacdo, capturando aranhas e as presas das
aranhas diretamente na teia (Fincke, 1984). Assim como os outros
Pseudostigmatidae, as fémeas de Mecistogaster e Platystigma ovipdem em
fitotelmata (Garrison et al., 2010; Machado & Soldati, 2017). Porém, as espécies
estdo adaptadas a ovipor em fitotelmatas especificas. As ninfas de Mecistogaster
modesta vivem em agua acumulada nos tanques de bromélias epifitas (Calvert,
1911), enquanto que as ninfas de M. amalia, M. linearis, M. ornata e P. jocaste, e
possivelmente de M. lucretia, se desenvolvem em agua acumulada em buracos de
troncos de arvores (Corbet, 1999; Muzon et al., 2010; Fincke, 1984; Fincke, 1992;
Ramirez, 1995). Machado & Martinez (1982) registraram para Platystigma martinezi
(identificada erroneamente como P. jocaste) um tipo de oviposi¢ao por langamento
em tronco de arvore morto. Porém, essa observacdo foi considerada um erro por
Garrison et al. (2010) e foi também questionada por Lencioni (Comunicagado Pessoal,
2021). De acordo com Lencioni, P. martinezi ovipde em colmos de bambu, assim
como registrado para P. astictum (Lencioni, 2006) e para P. jocaste (Louton et al.,
20006).

Machado & Soldati (2017) e Soldati & Machado (2019) apresentaram,
respectivamente, a primeira e Unica chave dos adultos machos e fémeas das espécies
de Platystigma, e dos adultos machos de Mecistogaster, sendo esta tltima de espécies
ocorrentes na Mata Atlantica, ndo existindo ainda uma chave taxondmica que
compreenda todas as espécies deste género. Para maiores informacdes sobre as
espécies de Mecistogaster e Platystigma que possuem ninfas e fémeas descritas,
assim como chaves de identificacdo, verifique a tabela no Anexo 14.

Machado & Lacerda (2016), Machado & Soldati (2017) e Soldati & Machado (2019)
contribuiram significantemente para a taxonomia de Mecistogaster e Platystigma.
Apesar disso, algumas espécies desses dois géneros permanecem inadequadamente
descritas e com auséncia de figuras, como M. linearis, M. modesta, M. ornata, P.
buckleyi e P. jocaste. Portanto, foi proposto o estudo taxondmico de Mecistogaster e
Platystigma com a redescricao de espécies, assim como a construcdo de uma chave
taxonomica de identificacdo para os machos de Mecistogaster e a atualizagdo da
chave taxonomica de identificagdo para os machos de Platystigma.

MATERIAL E METODOS

O material examinado estd depositado nas seguintes instituicdes, com seus
respectivos curadores:
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CCT-UFMG - Colecao A.B.M. Machado do Centro de Cole¢des Taxonomicas da
UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil — Dr. Fernando A. Silveira;

MCZ — Museum of Comparative Zoology, Harvard University, Cambridge, Estados
Unidos — Dra. Crystal Maier;

MFN — Museum fiir Naturkunde, Berlim, Alemanha — Dr. Jiirgen Deckert;
NHM - Natural History Museum, Londres, Reino Unido — Dr. Benjamin Price.

Os tipos foram examinados e fotografados em suas instituigdes depositarias. O
holétipo de Mecistogaster linearis esta perdido, tendo sido o seu paratipo examinado
através de fotografias enviadas pelo MFN, ja que a diagnose dessa espécie
apresentada em Soldati & Machado (2019) foi baseada na literatura. Nao foi possivel
0 acesso ao tipo de M. modesta, sendo que os cinco sintipos estdo depositados na
colecdo de Selys, no Instituto de Ciéncias Naturais da Bélgica. Mecistogaster ornata
foi redescrita com base no sintipo.

Cada espécie redescrita possui uma lista sinonimica, esta composta por trabalhos que
trazem contribui¢cdes taxondmicas. Os sindnimos indicados com um asterisco (*)
foram baseados no Catalogo de Odonata do Mundo (Paulson, Schorr & Deliry,
2021).

As informagdes contidas nas etiquetas dos tipos estudados foi transcrita de forma
literal, sendo as informacgdes inseridas entre aspas. As informagdes contidas em
etiquetas diferentes foram separadas por ponto e virgula, e linhas na mesma etiqueta
foram separadas por virgula. Informagdes adicionais foram colocadas apods a
transcricdo literal entre colchetes na seguinte ordem: Pais, Provincia do Estado,
Municipio, localidade especifica, data de coleta, coletor leg., coordenadas
geograficas (quando disponivel na base de dados online da colegdao), nimero de
registro da colegdo.

A terminologia adotada para a asa seguiu a proposta de Riek & Kukalova-Peck
(1984), modificada por Rehn (2003). Foram utilizadas as seguintes abreviaturas para
as estruturas morfologicas: RA, radial anterior; IRj, intercalar 1; CuP, cubital
posterior; FW, asa anterior; HW, asa posterior; Px, veias pos-nodais; S1-10,
segmentos abdominais 1 a 10. As medidas foram fornecidas em milimetros e o
comprimento do abdémen nao inclui o cerco.

10 RESULTADOS
10.1 Redescricao
10.1.1 Mecistogaster linearis (Fabricius, 1777)

Hayez (1860: 22); Selys-Longchamps (1860: 16, 1886: 23); Ris (1918: 73); Sjostedt
(1918: 33); Kennedy (1919: 112); Munz (1919: 74); Fraser (1946: 462); Calvert
(1948: 55); Lencioni (2017: 177).

Agrion linearis Fabricius, 1777 [Espécie-tipo]
Sin. Libellula longissima Linnaeus in Fée, 1832*
Sin. Mecistogaster filigerus Rambur, 1842

Sin. Mecistogaster flavistigma Rambur, 1842
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Sin. Mecistogaster linearis infumata Fraser, 1946

Material estudado. Paratipo, J: “3781; Bogota, Lindig.; Paratypus” [Colombia,
Bogota, Lindig leg., 3781 (provavelmente um nimero de registro dado pelo museu)].
Depositado no MFN (Figura 18A).

Diagnose da ninfa (Sahlén & Hedstrom, 2005). Corpo marrom escuro no dorso e
marrom amarelado no ventre, sendo que os individuos vivos possuem o corpo com
uma coloracdo azul acinzentado brilhante. Margem dos lobos occipitais da cabega
arredondados. Mandibula com quatro dentes externos, sendo que o mais apical possui
um pequeno dente adicional em sua base; regido ventral com dente diminuto ao longo
da borda da area arredondada da mandibula; regido lateral da mandibula com poucas
cerdas. Premento em forma de cunha afinando uniformemente em direcao as bordas
posteriores. Tarso com duas fileiras de cerdas ramificadas ventralmente. Abdoémen
com tergitos lisos, coberto por cerdas pequenas e finas; auséncia de espinhos. Lamela
caudal oval, peciolada na regido proximal com uma fileira de cerdas diminutas e em
formato de folha na regiao distal.

Diagnose do adulto. Margem costal da asa posterior sem dilatagio onde o
pseudostigma se encontra; pseudostigma marrom-escuro; pseudostigma ocupa 2
fileiras de células. Segmento II do pénis com auséncia de dobra interna e com tufo
de cerdas na lateral; segmento III do pénis em forma de flagelo. Margem posterior
de S10 com acentuada depressdo mediana em vista dorsal. Cerco convergindo
distalmente e direcionado medialmente em vista dorsal; horizontal e subcilindrico
em vista lateral, e com o mesmo comprimento de S10.

Redescricao do adulto

Coloragao. Cabega (Figura 18B): ndo foi possivel redescrever a coloragao do labio,
labro, anteclipeo, pds-clipeo, gena e antefronte. Dorso da cabeca preto com pequena
mancha marrom-clara rente a margem de cada olho entre a antena e o ocelo mediano;
antenas com escapo preto e pedicelo e flagelo amarronzados; regido occipital da
cabeca amarelada.

Torax. Protorax (Figura 18B): pronoto preto; lobo anterior com manchas amarelas
anteriormente; lobo médio com duas pequenas manchas amarelas lateralmente;
propleura com mancha amarelada lateralmente; lobo posterior preto com um par de
manchas amareladas lateralmente. Pterotorax (Figura 18B, D): carena médio-dorsal
preta, mesepisterno preto; faixa antehumeral amarela ocupando metade do esclerito
e faixa pos-humeral ocupando quase toda a extensdo do esclerito, com origem em
lados opostos. Mesinfraepisterno preto com mancha amarelada na regido inferior;
mesepimero preto; metepisterno e metepimero em grande parte amarelados com
faixa preta ao longo da sutura metapleural. Ventre amarelado com faixa preta
medianamente e na lateral seguindo da regido posterior até a metade do ventre.

Pernas (Figura 18D). Fémur com a regido proximal da superficie interna amarela e
externa preta; tibia com a superficie interna preta e externa amarela; tarso preto.

Asas (Figura 18C). FW e HW transparentes com veias marrom-escuras, exceto na
regido apical entre as veias RA e IR que possui células com manchas marrom-claras.
Pseudostigma marrom-escuro em todas as asas, com 10-11 células na primeira fileira
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da FW e 1-2 células na segunda fileira, e 6-7 células na HW. Venagdo: 36 Px na FW,
34 na HW. RP2 na FW originando anterior a Px 13, na HW na Px 11. Peciolo na FW
originando distal de CuP por uma distancia de aproximadamente quatro vezes o
tamanho de CuP e na HW por uma distancia de cinco vezes o tamanho de CuP.

Abdomen (Figuras 18D, E). S1-7 preto, com faixa lateral amarela; S8-9 preto com
um par de manchas amarelas lateralmente na regido distal; S10 preto com manchas
amarelas ocupando a metade distal do segmento. Cerco amarelo na metade proximal
em vista dorsal e marrom-escuro na regido distal; marrom-escuro em vista ventral.

Caracteres estruturais. 70rax. Lobo posterior do protoérax arredondado
lateralmente e reto na margem posterior (Fig. 18B).

Pernas. Dente suplementar da garra tarsal pouco desenvolvido.

Asas. Margem costal da HW sem dilatacdo onde o pseudostigma se encontra.
(Fig.18C).

Pénis. Nao foi possivel redescrever, pois nao estava exposto.

Abdomen. Margem posterior de S10 com acentuada depressdo mediana em vista
dorsal (Fig. 18E). Cerco convergindo distalmente e direcionado medialmente em
vista dorsal (Fig. 18E); horizontal e subcilindrico em vista lateral; e com o mesmo
comprimento de S10.

Medidas (mm). HW 53, abdomen (ndo tem a medida exata, podendo variar entre 100
e 125).
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Figura 18. Paratipo macho de Mecistogaster linearis: A) Etiquetas contidas no espécime dispostas na
ordem superior para inferior; B) Cabega e torax em vista dorsal; C) Espécime em vista dorsal, com
destaque para as asas; D) Toérax e segmentos abdominais 1-4 em vista lateral, E) Segmentos
abdominais 8-10 e cercos em vista dorsal.
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10.1.2 Mecistogaster ornata Rambur, 1842

Hayez (1860: 20); Ris (1918: 70); Sjostedt (1918: 32); Kennedy (1919: 111; 1920:
84); Geijskes (1932: 237); Fraser (1946: 461); Lencioni (2005:156).

Sin. Mecistogaster ornatus Rambur, 1842

Sin. Mecistogaster luctuosus Selys, 1860

Sin. Mecistogaster ornatus luctuosus Hagen in Selys, 1860*
Sin. Mecistogaster acutipennis Selys, 1886

Material estudado. Sintipo, J: “P. Cabello; M. ornatus, coll. Hagen; luctuosus, male
ad; penis drawn; Hagen” [Venezuela, Carabobo, Puerto Capello, 10.473056° -
68.0125°, MCZ-ENT 12122]. Depositado no MCZ.

Diagnose da ninfa (Ramirez, 1995). Corpo totalmente castanho escuro. Cabega com
cerdas espessas proximo a margem posterior dos lobos occipitais, occipucio
fortemente concavo. Mandibulas com quatro dentes, sendo o dente ventral com um
dente diminuto na base; dentes da mandibula esquerda com o mesmo tamanho.
Premento com cerdas robustas nas margens laterais em vista ventral. Tarso com uma
fileira de espihos na margem ventral. Abdomen de coloragdo uniforme com um
padrdo rajado na margem distal de cada segmento abdominal; auséncia de
protuberancias dorsais e de espinhos laterais; cerdas escamosas espalhadas por toda
a superficie do abdomen. Lamela caudal delgada e peciolada, em forma de folha.

Diagnose do adulto. Margem costal da asa posterior sem dilatagdo onde o
pseudostigma se encontra; pseudostigma marrom-claro, com uma camada
esbranqui¢ada em todas as asas delimitado por uma linha marrom sinuosa na face
dorsal e branco amarelado na face ventral; pseudostigma ocupa trés fileiras de
células. Segmento II do pénis com presenga de dobra interna e com tufo de cerdas
lateralmente a dobra interna; segmento III em forma de placa, afilando
gradativamente distalmente, com o apice arredondado em vista dorsal. Margem
posterior de S10 com pequena depressio mediana em vista dorsal. Cerco
convergindo distalmente e direcionado medialmente em vista dorsal, horizontal e
subcilindrico em vista lateral, e maior do que o comprimento de S10.

Redescricao

Coloragao. Cabega (Figura 19A): Lébio amarelado e labro e anteclipeo amarelo
escuro, pos-clipeo, gena e antefronte marrom-avermelhado; dorso da cabeca preto
posterior ao ocelo mediano e marrom-avermelhado anterior a ele, se expandindo
lateralmente margeando os olhos; antenas com escapo e pedicelo marrom; espécime
sem os flagelos; regido occipital da cabeca amarelada.

Torax. Protérax (Figura 19A): pronoto preto; lobo anterior com manchas amarelas;
lobo médio com manchas amarelas lateralmente e mais medialmente com mancha
marrom-avermelhada; propleura amarela com pruinosidade; lobo posterior preto com
um par de manchas amareladas lateralmente e mais medialmente com mancha
marrom-avermelhada. Pterotérax (Figuras 19A, B): carena médio-dorsal preta,
mesepisterno marrom-avermelhado; faixa antehumeral amarela ocupando
aproximadamente a metade do esclerito e faixa pds-humeral amarela ocupando quase
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toda a extensao do esclerito, com origem em lados opostos. Mesinfraepisterno
marrom-avermelhado com mancha amarela na regiao inferior; mesepimero marrom-
avermelhado; metepisterno em grande parte amarelo com mancha preta na sutura
interpleural; metepimero e sutura metapleural amarelos. Ventre amarelado com faixa
preta mediana.

Pernas. Fémur com a superficie interna amarela e externa preta; tibia com a
superficie interna preta e externa amarela; tarso preto.

Asas (Figura 19E). FW e HW transparentes com veias marrom-escuras, exceto na
regido do pseudostigma onde as veias sdo alaranjadas. Pseudostigma marrom-claro,
com uma camada esbranquig¢ada em todas as asas delimitado por uma linha marrom
sinuosa na face dorsal e branco amarelado na face ventral. Pseudostigma na FW com
18 células na primeira fileira, 11-12 células na segunda fileira e 7-8 células na terceira
fileira; HW com 15 células na primeira fileira, 10-11 células na segunda fileira e 6-7
células na terceira fileira. Venagao: 37 Px na FW, 38 na HW. RP2 na FW originando
anterior a Px 15, na HW na Px 13. Peciolo na FW ¢ HW originando distal de CuP
por uma distancia que corresponde a metade do tamanho de CuP.

Abdomen (Figuras 19F, G). S1-10 preto, com faixa marrom-clara lateralmente na
regido inferior, sendo que essa mancha marrom-clara se estende dorsalmente no S9
e S10. Cerco marrom-claro com épice preto em vista dorsal.

Caracteres estruturais. 7¢0rax. Lobo posterior do protéorax arredondado
lateralmente e reto na margem posterior (Fig. 19A).

Pernas. Dente suplementar da garra tarsal pouco desenvolvido.

Asas. Margem costal da HW sem dilatagdo onde o pseudostigma se encontra. (Fig.
19E).

Pénis. Segmento I do pénis com fileira de pelos nas laterais (Fig. 19C); segmento II
com presenca de dobra interna e com tufo de cerdas lateralmente a dobra interna (Fig.
19D); segmento Il em forma de placa em vista dorsal, afilando distalmente, com o
apice arredondado (Figs. 19C, D).

Abdomen. Margem posterior de S10 com pequena depressao mediana em vista dorsal
(Fig. 19F). Cerco convergindo distalmente e direcionado medialmente em vista
dorsal (Fig. 19F); horizontal e subcilindrico em vista lateral; e maior do que o
comprimento de S10 (Fig. 19G).

Medidas (mm). HW 51, abdomen 77.
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Figura 19. Sintipo macho de Mecistogaster ornata: A) Cabega em vista latero-dorsal e torax em vista
dorsal; B) Torax em vista lateral; C) Pénis em vista dorsal; D) Pénis em vista lateral; E) Espécime em
vista dorsal, com destaque para as asas; F) Segmentos abdominais 9-10 e cercos em vista dorsal; G)
Segmentos abdominais 9-10 e cercos em vista lateral.

10.1.3 Platystigma buckleyi (McLachlan, 1881)
Fraser (1946: 462); Lencioni (2005: 153); Machado & Soldati (2017: 498).

Mecistogaster buckleyi McLachlan, 1881
Sin. P. garleppi Foster, 1903
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Sin. P. amazonica Sjosted, 1918

Material estudado. Lectotipo, J4: “Lectotype; Type; R.Bobonaza., Ecuador.,
Buckley.; McLachlan Coll.,, B.M. 1938-674; Mecistogaster buckleyi McL,
Lectotype, D.E.Kimmins det. 1968; Mecistogaster buckleyi, nl.; NHMUK
012500446; buckleyi, McL.” [Equador, Rio Bobonaza, data de coleta provavelmente
anterior a 1877, Clarence Buckley leg.]. Depositado no NHM (Figura 20A).

Machado & Soldati (2017) fizeram a redescrigdo dessa espécie baseada em
McLachlan (1881).

Ninfa nao descrita.

Diagnose do adulto. Margem costal da asa posterior sem dilatagdo onde o
pseudostigma se encontra; pseudostigma marrom na asa anterior e esbranqui¢cado na
asa posterior; pseudostigma ocupa uma fileira de células; mancha apical branca na
asa posterior. Segmento II do pénis com auséncia de dobra interna; segmento Il do
pénis com elevacdo em vista lateral; segmento II do pénis com tufo de espinhos
lateralmente proximo a base do segmento III em vista lateral; segmento III do pénis
em forma de placa, afilando abruptamente distalmente, com o apice arredondado em
vista dorsal; segmento III do pénis com espinhos dispostos em dois tufos isolados.
Margem posterior de S10 com duas pequenas elevacdes lateralmente em vista dorsal.
Cerco convergindo distalmente e direcionado medialmente em vista dorsal;
horizontal e subcilindrico em vista lateral, ¢ maior do que o comprimento de S10.

Redescri¢ao

Coloracao. Cabega (Figuras 20B, C): Léabio e labro amarelados; anteclipeo, pos-
clipeo, gena e antefronte esverdeado; dorso da cabeca preto; antenas com escapo e
pedicelo pretos, e esverdeados anteriormente; espécime esta sem os flagelos; regido
occipital da cabeca amarelada.

Torax. Protorax (Figura 20C): pronoto preto; lobo anterior com um par de manchas
amarelas lateralmente conectadas a manchas esverdeadas na lateral do lobo médio;
propleura preta com mancha amarela na regido inferior; lobo posterior preto com um
par de manchas amarelas lateralmente e na margem posterior com estreita faixa
amarela. Pterotorax (Figuras 20B, C): carena médio-dorsal amarela, mesepisterno
preto; faixa antehumeral amarela-esverdeada ocupando Y4 do esclerito e faixa pos-
humeral esverdeada ocupando quase toda a extensdo do esclerito, com origem em
lados opostos. Mesinfraepisterno preto com mancha amarelada na regido superior e
inferior; mesepimero preto; metepisterno amarelado com estreita faixa preta ao longo
da sutura metapleural, que ndo alcanca a perna posterior; metepimero amarelado.
Ventre amarelado com pequena mancha anteriormente e outra maior posteriormente.

Pernas. Fémur com a superficie interna marrom-escura e externa amarela; tibia com
a superficie interna preta e externa amarela; tarso preto.

Asas (Figura 20E). FW e HW transparentes com veias marrom-escuras, exceto no
apice da HW onde as veias sdo esbranquigadas. Pseudostigma marrom na FW e
esbranquicado na HW. HW com mancha apical esbranquicada no é&pice da asa.
Pseudostigma na FW com cinco células e na HW com dez. Venacdo: 38 Px na FW,
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32 na HW. RP2 na FW originando na Px 10, na HW anterior a Px 9. Peciolo na FW
e HW originando distal de CuP por uma distancia de duas vezes o tamanho de CuP.

Abdomen. S1-8 preto, com faixa amarela na lateral; S9-10 amarelado. Cerco preto
(Fig. 20G).

Caracteres estruturais. 70rax. Lobo posterior do protoérax arredondado
lateralmente e reto na margem posterior (Fig. 20C).

Pernas. Dente suplementar da garra tarsal pouco desenvolvido.

Asas. Margem costal da HW com sutil dilatagdo onde o pseudostigma se encontra.
(Fig. 3E).

Pénis. Nao foi possivel redescrever, pois ndo estava exposto (Fig. 20F).

Abdomen. Margem posterior de S10 com duas pequenas elevagdes lateralmente em
vista dorsal (Fig. 20G). Cerco convergindo distalmente e direcionado medialmente
em vista dorsal; horizontal e subcilindrico em vista lateral; cerco maior do que o
comprimento de S10.

Medidas (mm). HW 43.8, abdémen 58.
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Figura 20. Lectotipo macho de Platystigma buckleyi: A) Etiquetas contidas no espécime dispostas na
ordem superior para inferior; B) Torax em vista dorsal; C) Cabeca em vista ventral e térax em vista
lateral; D) Cabeca em vista frontal; E) Espécime em vista dorsal, com destaque para o apice da asa
posterior (imagem com saturagdo); F) Fossa genital no segundo segmento do abdomen; G) Segmento
abdominal 10 e cercos em vista dorsal (os cercos quebraram apos a realiza¢ao da redescri¢do). Ps=
pseudostigma.

10.1.4 Platystigma jocaste (Hagen, 1869)

Hayez (1860: 20-21); Ris (1918: 72-73); Kennedy (1919: 111; 1920: 84); (Navas,
1920: 92); Fraser (1946: 462); Soldati & Machado (2017: 494-497).

Mecistogaster jocaste Hagen, 1869 [Espécie-tipo]
Sin. Mecistogaster sincerus McLachlan, 1877
Sin. Mecistogaster vincentius Ris, 1918
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Material estudado. Holotipo, J: "Sta. Fe de Bogota, Lindig 1862; Hagen.; Penis
drawn; Type 12121" [Colombia, Bogota (Santa Fé de Bogotd), 1862, Lindig leg.,
4.612143° - 74.070817°, MCZ-ENT 12121]. Depositado no MCZ (Figura 21A).

Ninfa nio descrita.

Diagnose do adulto. Margem costal da asa posterior sem dilatagdo onde o
pseudostigma se encontra; pseudostigma marrom na asa anterior e dificilmente
visivel na asa posterior; pseudostigma ocupa uma fileira de células; mancha apical
branca e mancha pré-apical marrom escura na asa posterior. Segmento II do pénis
com auséncia de dobra interna; segmento II do pénis com elevagao em vista lateral;
segmento II do pénis com auséncia de espinhos; segmento III do pénis em forma de
placa e retangular em vista dorsal; segmento III do pénis com fileira de espinhos
lateralmente na regido interna do segmento. Margem posterior de S10 com depressdo
mediana sutil em vista dorsal. Cerco convergindo distalmente e direcionado
medialmente em vista dorsal; horizontal e subcilindrico em vista lateral, € maior do
que o comprimento de S10.

Redescricao

Coloraciao. Cabega (Figura 21C): Labio amarelado; labro preto; anteclipeo marrom,
pos-clipeo, gena e antefronte pretos; dorso da cabeca preto; antenas com escapo
preto, pedicelo e flagelo marrons; regido occipital da cabeca amarelada.

Torax. Protérax (Figuras 21D, B): pronoto preto com mancha verde metalica; lobo
anterior com manchas amarelas; lobo médio com dois circulos amarelos
anteriormente; propleura preta com mancha amarela; lobo posterior preto, na
margem posterior com estreita faixa amarela e manchas amareladas lateralmente.
Pterotérax (Figuras 21D, B): carena médio-dorsal preta, mesepisterno preto com
mancha verde metélica; faixa antehumeral marrom-clara ocupando 1/5 do esclerito e
faixa pos-humeral marrom-clara ocupando quase toda a extensdo do esclerito, com
origem em lados opostos. Mesinfraepisterno preto com mancha amarela na regido
inferior; mesepimero preto com mancha verde metalica; metepisterno amarelo com
estreita faixa preta ao longo da sutura metapleural, que ndo alcanga a perna posterior;
metepimero amarelo. Ventre amarelado com faixa preta mediana.

Pernas. Fémur com superficie interna amarela e externa preta; tibia com a superficie
interna preta e externa amarela; tarso marrom.

Asas (Figura 21A). FW e HW transparentes com veias marrom-escuras, exceto no
apice da HW que possui mancha apical branca e veias esbranquicadas. Faixa marrom
escura larga proximal a mancha apical branca na HW. Pseudostigma marrom na FW
e dificilmente visivel na HW. Pseudostigma na FW com cinco células e na Hw com
dez. Venagdo: 36 Px na FW, 28 na HW até o inicio da mancha branca do apice. RP2
na FW originando anterior a Px 11, na HW na Px 9. Peciolo na FW e HW originando
distal de CuP pela mesma distancia do tamanho de CuP.

Abdomen (Figuras 21E, F). S1-6 marrom, metade inferior da lateral amarela; S7-10
preto. Cerco marrom.

Caracteres estruturais. 70rax. Lobo posterior do protérax arredondado
lateralmente e reto na margem posterior (Fig. 21D).
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Pernas. Dente suplementar da garra tarsal pouco desenvolvido.

Asas. Margem costal da HW sem dilata¢do onde o pseudostigma se encontra. (Fig.
21A).

Pénis (Figura 21G). Segmento I do pénis com fileira de pelos lateralmente; segmento
II sem dobra interna. Segmento III em forma de placa em vista dorsal, retangular e
com fileira de espinhos lateralmente na regido interna do segmento.

Abdomen. Margem posterior de S10 com depressdo mediana sutil em vista dorsal
(Fig. 21E). Cerco convergindo distalmente e direcionado medialmente em vista
dorsal (Fig. 21E); horizontal e subcilindrico em vista lateral (Fig. 21F); cerco maior
do que o comprimento de S10.

Medidas (mm). HW 38.5, abddémen 62.5.

!

Figura 21. Holdtipo macho de Platystigma jocaste: A) Espécime em vista dorsal, com destaque para
0 apice da asa posterior (imagem com saturagdo) e etiquetas contidas no espécime dispostas na ordem
superior para inferior; B) Cabega em vista dorsal e protorax em vista lateral; C) Torax em vista dorsal;
D) Térax em vista lateral; E) Fossa genital no segundo segmento do abdémen com o pénis exposto;
F) Segmentos abdominais 9-10 e cercos em vista dorsal; G) Segmentos abdominais 9-10 e cercos em
vista lateral. Ps= pseudostigma.
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10.2 Decisoes e notas taxonomicas

Apo6s um estudo detalhado da morfologia de Platystigma humaita, P. quadratum e
P. buckleyi, sugere-se a sinonimia das duas primeiras espécies com a ultima espécie,
jé& que verificou-se que as poucas diferencas morfologicas entre elas podem se tratar
de variagdes intraespecificas. A angulacao da dilatagdo costal na asa posterior, por
ser muito sutil, pode gerar duvida em relacdo a sua presenga ou auséncia. Portanto,
essa caracteristica aplicada a P. buckleyi, P. humaita e P. quadratum pode apresentar
pequenas variagdes que nao sdo bem definidas, diferentemente da dilatacdo costal
sutil na asa posterior de P. astictum e P. martinezi. De acordo com Machado &
Soldati (2017), P. humaita se diferenciaria de P. quadratum por apresentar mancha
apical na asa anterior e posterior, enquanto que P. quadratum tem mancha apical
apenas na asa posterior. Porém, houve um erro ao afirmar isso, pois P. humaita tem
mancha apical apenas na asa posterior, assim como P. quadratum. Para mais detalhes
das caracteristicas dessas espécies ver Machado & Soldati (2017).

Uma caracteristica observada ao analisar trés individuos de P. buckleyi foi que o
pseudostigma na asa anterior de um deles era azulado, no outro espécime era azulado
na maioria das células e em uma célula era amarronzado, e no terceiro exemplar era
completamente amarronzado. Possivelmente os individuos com o pseudostigma da
asa anterior azulado sdao adultos ndo maduros, j4 que além dessa caracteristica de
coloragdo da asa, eles também possuiam o exoesqueleto deformado. Isso sugere que
quando foram sacrificados, o tegumento ainda ndo tinha finalizado seu processo de
esclerotizagdo e a pigmentagao da asa nao estava concluida. Além disso, a percepgao
da coloracdo da mancha apical na asa posterior de P. buckleyi pode variar,
dependendo de como essa estrutura ¢ analisada. Quando a asa esta sob luz direta, a
mancha apical se apresenta azulada, e sem a presenca de luz direta, a mancha apical
se apresenta esbranquicada.

Ainda, sugere-se a sinonimia de M. nordestina, M. kesselringi e M. mielkei com M.
amalia, pois apds a andlise criteriosa dos caracteres diagnosticos, eles foram
interpretados como variagdes, como por exemplo, a aleta no hamulo anterior do
macho ser exposta fora da cavidade genital ou ser posicionada dentro da cavidade
genital. Essas duas caracteristicas (aleta exposta fora da cavidade genital ou
posicionada dentro da cavidade genital) sdo encontradas em espécimes de M. linearis
e de M. lucretia, sendo um forte indicativo de um carater variavel. Além disso, as
caracteristicas taxondmicas do pénis que diferenciam uma espécie da outra sao sutis,
assim como a extensdo da mancha marrom-avermelhada no mesepimero
(pterotorax), que ¢ variavel. Para mais detalhes das caracteristicas dessas espécies
ver Soldati & Machado (2019).

10.3 Chave de identificacdo genérica dos machos

1. Comprimento do abdomen entre 70 e 140 mm e asas entre 47 ¢ 70 mm; presenca
de dobra interna no segmento I do pénis (exceto M. linearis e M. modesta); segmento
I do pénis em forma de flagelo com auséncia de espinhos
............................................................................................ Mecistogaster (item 10.4)
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1’. Comprimento do abdomen entre 48 e 65 mm e asas entre 32 ¢ 48 mm; auséncia
de dobra interna no segmento II do pénis; segmento III do pénis em forma de placa
com presenca de espinhos (exceto P. astictum) ...................... Platystigma (item 10.5)

10.4 Chave de identificacdo dos machos de Mecistogaster

1. Segmento III do pénis em forma de placa (Fig. 22A); pseudostigma ocupa 3 fileiras
de células na asa anterior (Fig. 22E) ......ccccvviiiiiiiiiiiieiieieeeeee e M. ornata

1’. Segmento III do pénis em forma de flagelo (Fig. 22B), pseudostigma ocupa 2
fileiras de células na asa anterior (Fig. 22C) .....cccoveeiiieeiiieeieeeeeecee e 2

2. Veia MA com angulacdo na asa anterior (Fig. 22C); regido apical do cerco com
€SPOTAO (F1Z. 221) 1ot ettt 3

2’ Veia MA sem angulacdo na asa anterior (Fig. 22D); regido apical do cerco sem
€SPOTAO (FIZ. 22J) 1ottt et M. modesta

3. Pseudostigma com dilatagdo costal na asa posterior (Figs. 22F, H); regido distal
do cerco direcionado ventralmente em vista lateral (Fig. 22K) .......cccccoeieeniineennn. 4

3’. Pseudostigma sem dilatacao costal na asa posterior (Fig. 22G); cerco reto em vista
lateral (Fig. 22L1) couvieiieieeeeeeeeee ettt et e M. linearis

4. Dilatacdo costal moderada (Fig. 22F); mesepimero preto (Fig. 22M) .... M. lucretia

4’. Dilatacdo costal acentuada (Fig. 22H); mesepimero marrom avermelhado (Fig.
22N ) ettt et et e et e e e tae et e e e bt e e anaeeeaateennbeeennreeennnes M. amalia

10.5 Chave de identifica¢cdo atualizada dos machos de Platystigma
(macho de P. pronoti desconhecido)

1. Asa posterior com mancha pré-apical marrom escura (Fig. 23A) ............. P.jocaste
1’. Asa posterior sem mancha pré-apical (Figs. 23B, C, D) .ccccoeeevvveciieniieeieeee, 2

2. Asa posterior com mancha apical (Fig. 23C); segmento II do pénis com elevacao
dorsal em vista lateral (Fig. 23E); segmento III do pénis com espinhos (Figs. 23E, G)

2’. Asa posterior sem mancha apical (Fig. 23B); segmento II do pénis sem elevacao
dorsal em vista lateral (Fig. 23F); segmento III do pénis sem espinhos (Fig. 23F)
.................................................................................................................... P. astictum

3. Asa posterior com dilatacdo costal sutil acima do pseudostigma (Fig. 23C)
.................................................................................................................. P. martinezi

3. Asa posterior sem dilatagdo costal acima do pseudostigma (Fig. 23D)

4. Espécie grande (HW 40-48, abdomen 52-65); apenas asa posterior com mancha
apical; apice do segmento III do pénis afilando de forma abrupta (Fig. 23G);
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segmento III do pénis com espinhos dispostos em dois tufos isolados (Fig. 231)
.................................................................................................................... P. buckleyi

4’ Espécie pequena (HW 32, abdomen 48); asa anterior e posterior com mancha
apical; apice do segmento III do pénis afilando de forma gradativa (Fig. 23H);
segmento III do pénis com espinhos dispostos continuamente (Fig. 23E)
.................................................................................................................. P. minimum

Figura 22. Representagdo das caracteristicas contidas na chave de identificagdo dos machos de
Mecistogaster, com as setas apontando os passos. A) Pénis em vista dorsal, M. ornata; B) Pénis em
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vista dorsal, M. amalia; C) Asa anterior, M. linearis, paratipo; D) Asa anterior, M. modesta (F.
Lencioni, Com. Pess. 2021); E) Regido apical da asa anterior, M. ornata; F) Regido apical da asa
posterior, M. lucretia; G) Regido apical da asa posterior, M. linearis, paratipo; H) Regido apical da
asa posterior, M. amalia; 1) Cerco em vista dorsal, M. amalia (Soldati & Machado, 2019); J) Cerco
em vista dorsal, M. modesta (F. Lencioni, Com. Pess. 2021); K) Cerco em vista lateral, M. amalia
(Soldati & Machado, 2019); L) Cerco em vista lateral, M. linearis (Lencioni, 2017); M) Pterotorax
em vista lateral, M. lucretia (modificado de NMNH-00388980); N) Pterotérax em vista lateral, M.
amalia (Soldati & Machado, 2019). NMNH-388980 = National Museum of Natural History,
Smithsonian — c6digo do espécime (https://www.si.edu/object/nmnhentomology 9304625).

Figura 23. Representagdo das caracteristicas contidas na chave de identificagdo atualizada dos
machos de Platystigma. A) Asa posterior, P. jocaste; B) Asa posterior, P. astictum; C) Asa posterior,
P. martinezi; D) Asa posterior, P. buckleyi, lectotipo; E) Pénis em vista lateral, P. minimum (Machado
& Soldati, 2017); F) Pénis em vista lateral, P. astictum (Machado & Soldati, 2017); G) Pénis em vista
dorsal, P. buckleyi (Machado & Soldati, 2017); H) Pénis em vista dorsal, P. minimum (Machado &
Soldati, 2017); 1) Pénis em vista lateral, P. buckleyi (Machado & Soldati, 2017).



93

11 DISCUSSAO

Na descricdo de M. ornata, Rambur (1842) comenta que o pseudostigma ndo é
distinguivel em relacdo a mancha presente no apice. Isso indica que ele considera a
presenca de uma mancha apical, a qual compreende o pseudostigma. No presente
estudo foi considerada que a mancha presente no 4apice das quatro asas ¢ o
pseudostigma e que ndo hd mancha apical. Essa ¢ uma estrutura a ser estudada com
mais detalhes, ja que essa defini¢do pode ser subjetiva.

Na descrigdo original de Platystigma buckleyi e P. jocaste, McLachlan (1881) e
Hagen (1869), respectivamente, levantaram que a asa posterior ndo possuia
pseudostigma, provavelmente pois o pseudostigma na asa posterior € esbranquigado
e de dificil vizualiza¢do, ja que ele estd junto a mancha apical que também ¢
esbranquicada. Porém, nas imagens fornecidas no presente estudo a saturacdo da
imagem facilitou a visualiza¢do do pseudostigma na asa posterior dos tipos.

Apesar de Soldati & Machado (2019) terem apresentado a diagnose de Mecistogaster
linearis, esta foi sucinta e ndo ilustrada, ja que se baseou na literatura. Sendo assim,
no presente estudo foi feita sua redescrigdo completa, com ilustragdoes. Além disso,
Kennedy (1919) ilustrou o pénis da espécie-tipo do género Platystigma (P. jocaste),
mas pela primeira vez o pénis do holotipo foi fotografado e sua redescri¢do completa
foi fornecida.

A chave de identificacdo foi atualizada e seguiu as decisdes taxondmicas tomadas no
item 10.2 Decisdes e notas taxondmicas. Essa chave taxondmica ¢é a primeira que
inclui todas as espécies de Mecistogaster, sendo importante para a identificagdao
correta das espécies, especialmente por possuir imagens referentes as principais
caracteristicas.

12 CONSIDERACOES FINAIS

Embora este trabalho represente um avango na taxonomia do grupo, descrevendo
caracteristicas importantes e ausentes nas descrigdes originais, sdo necessarias a
elaboracdo das redescricdes das fémeas de Mecistogaster linearis € M. ornata, assim
como descrig@o do pénis de M. linearis e de Platystigma buckleyi com base nos tipos.

Novos estudos colaborardo para a determinacdo da identidade de cada uma das
espécies. Adicionalmente, esses estudos também poderao fornecer informagdes sobre

um possivel complexo de espécies em Mecistogaster linearis (Machado, Com. Pess.
2017).
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Anexo 1. Numero de espécimes (macho e fémea) examinados por espécie na analise filogenética com
dados morfologicos para a inferéncia da posigdo filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata,
Zygoptera). O enraizamento foi feito em Lestes pictus. Os paises indicados fazem referéncia a
procedéncia dos espécimes examinados. No envelope de um dos espécimes de Anomisma abnorme, o
pais de procedéncia (Peru) estava seguido por “?”. Em negrito= espécies-tipo do género; (*)=
codificagdo baseada em ilustragdes e/ou descri¢cdes encontradas na literatura; A= alotipo; H=holotipo;
L= lectotipo; N= nedtipo; P= paratipo. Protoneuridae VM= representantes de Protoneuridae do Velho
Mundo; os outros protoneurideos sdo representantes de Protoneuridae do Novo Mundo.

NDE NDE
FAMILIA ESPECIE ESPECIMES | ESPECIMES PAISES COLECAO
3 ?

Lestidae Lestes pictus Hagen in Selys, 1862 9 3 Brasil, Argentina CCT-UFMG; UFPA; R.W.Garrison Collection
Megapodagrionidae | Heteragrion aurantiacum Selys, 1862 13 7 Brasil CCT-UFMG; Colegdio F.A.A. Lencioni

° Megap ionidae dagrie I (Selys, 1862) 5 4 Brasil CCT-UFMG

% |Calopterygidac Hetaerina rosea Selys, 1853 7 4 Brasil, Argentina CCT-UFMG

E Calopterygidae Mnesarete pudica (Hagen in Selys, 1853) 3 3 Brasil CCT-UFMG

E Pl idid: Alle is mitwabae Pinhey, 1961 1 * Repiiblica Democratica do Congo CCT-UFMG

§ Pl idid: ing is Karsch, 1891 1 1 Uganda CCT-UFMG

g Pl idid: Pl i i (Pallas, 1771) 3 2 Italia, Franca CCT-UFMG; NHM
Pl idid Pseud. tokyoensis (Asahina, 1948) 1 1 Japdo CCT-UFMG
Protoneuridac VM |Elattoneura glauca (Burmeister in Selys, 1860) 1 1 Etiopia NHM
Protoneuridac VM | Elattoneura vittata Selys, 1886 1 1 Nigéria, Camardes NHM
Protoneuridae Epipleoneura machadoi Racenis, 1960 2 * Brasil UFPA
Protoneuridac Epipleoneura venezuelensis Réacenis, 1955 4 2 Brasil UFPR
Protoneuridac Neoneura bilinearis Sclys, 1860 6 1 Brasil CCT-UFMG
Protoneuridac Neoneura fulvicollis Selys, 1886 5 1 Brasil, Venezuela CCT-UFMG; INPA
Protoneuridae Neoneura rubriventris Selys, 1860 2 1 Brasil CCT-UFMG; INPA; UFPA
Protoneuridac Neoneura sylvatica Hagen in Selys, 1886 7 5 Brasil CCT-UFMG; INPA
Protoneuridae Protoneura capillaris (Rambur, 1842) 1 * Cuba University of Florida Collection
Protoneuridae Protoneura paucinervis Selys, 1886 4 3 Peru, Brasil CCT-UFMG - Ex R.W.Garrison Collection
Protoneuridae Protoneura scintilla Gloyd, 1939 4 1 Brasil CCT-UFMG:; INPA
Coenagrionidae hagrion gracile (Rambur, 1842) 3 1 Brasil CCT-UFMG; F.A.A. Lencioni
Coenagrionidae Argia nahuana Calvert, 1902 1 1 EUA R.W.Garrison Collection
Coenagrionidae Argia oculata Hagen in Selys, 1865 1 1 Brasil INPA
Coenagrionidae Argia reclusa Selys, 1865 1 1 Brasil INPA
Coenagrionidae Argia sedula (Hagen, 1861) 2 2 EUA R.W.Garrison; M.J. Westfaall Jr.
Coenagrionidae Bromeliagrion rehni Garrison, 2005 2 * Brasil INPA
Coenagrionidae Ceriagrion melanurum Selys, 1876 1 1 Japdo CCT-UFMG
Coenagrionidae Coenagrion puella (Linnaeus, 1758) 1 1 Suica NHM
Coenagrionidae Diceratobasis macrogaster (Selys in Sagra, 1857) 1 * Jamaica University of Florida Collection - Ex Camegic Museum
Coenagrionidae Franciscobasis f iscoi Machado & Bedg, 2016 4 (H, P) 1(A)  [Brasil CCT-UFMG
Coenagrionidac Inpabasis rosea (Sclys, 1877) 4 Brasil INPA
Coenagrionidae Ischnura capreolus (Hagen, 1861) 9 5 Brasil CCT-UFMG; INPA
Coenagrionidae Ischnura fluviatilis Selys, 1876 4 4 Brasil, Argentina CCT-UFMG
Coenagrionidae [Ischnura senegalensis (Rambur, 1842) 1 1 China CCT-UFMG
Coenagrionidae Leptagrion bocainense Santos, 1979 2 * América do Sul CCT-UFMG
Coenagrionidae Leptagrion macrurum (Burmeister, 1839) 5 Brasil CCT-UFMG

S |Coenagrionidac Leptobasis vacillans Hagen in Selys, 1877 9 12 Colombia, Venezuela, Guatemala, Panama CCT-UFMG; C.H. Kennedy Collection

E Coenagrionidae Metaleptobasis bicornis (Selys, 1877) 1 1 Brasil INPA

E Coenagrionidae Minagrion caldense Santos, 1965 4(P) 1 Brasil Museu Nacional (UFRJ); CCT-UFMG

2 Coenagrionidae Minagrion waltheri (Selys, 1876) 4 4 Brasil CCT-UFMG

E Coenagrionidae Nehalennia minuta (Selys in Sagra, 1857) 3 * Brasil CCT-UFMG

© Coenagrionidae Nehalennia speciosa (Charpentier, 1840) 1 1 Japdo CCT-UFMG
Coenagrionidae Oxyagrion terminale Selys, 1876 6 3 Brasil CCT-UFMG
Coenagrionidae Oxyagrion rubidum (Rambur, 1842) 1 1 Argentina CCT-UFMG
Coenagrionidae Phoeni ion fle (Selys, 1876) 4 4 Brasil INPA; UFPA
Coenagrionidae Pseudagrion kersteni (Gersticker, 1869) 1 1 Zimbéabue CCT-UFMG
Coenagrionidae Pseudagrion spernatum Selys, 1881 2 Zimbéabue CCT-UFMG
Coenagrionidae Telebasis corallina (Selys, 1876) 6 1 Brasil, Venezuela CCT-UFMG:; J. Racenis Collection
Coenagrionidae Telebasis paraensei Machado, 1956 5 Brasil CCT-UFMG
Coenagrionidae Tuberculobasis costalimai (Santos, 1957) 1 * Brasil CCT-UFMG
Coenagrionidae Tuberculobasis tirio Machado, 2009 2(H,P) Brasil CCT-UFMG
Pseudosti by McLachlan, 1877 2 (H) 1 Brasil, Peru? CCT-UFMG; NHM
Pseud Coryp. ion grandis Morton, 1924 1 1 Nigéria NHM
Pseud i amalia (Burmeister, 1839) 18 (N) 8 (A) Brasil, Paraguai CCT-UFMG
Pseud linearis (Fabricius, 1777) 17 19 Brasil CCT-UFMG:; INPA
Pseud lucretia (Drury, 1773) 7 5 Brasil CCT-UFMG; INPA
P d modesta Selys, 1860 1 México R.W.Garrison Collection
Pseudostigmatidae | Mecistogaster ornata Rambur, 1842 4 4 Brasil CCT-UFMG; AMNH
P op (Drury, 1782) 3 1 México, Colombia CCT-UFMG
P d I Rambur, 1842 6 2 Brasil CCT-UFMG; S.W.Dunkle Collection
Pseud Microstigma 1o Selys, 1860 10 4 Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma astictum (Selys, 1860) 2 4 Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma buckleyi (McLachlan, 1881) 3(L) 1 Brasil, Equador CCT-UFMG; NHM
Pseudostigmatidae | Platystigma jocaste (Hagen, 1869) 2 8 Brasil CCT-UFMG; AMNH
F Platysti, artinezi Machado, 1985 1 1 Bolivia CCT-UFMG
P d I i b Selys, 1860 1 2 Meéxico, G R.W.Garrison Collection; NHM
Pseud Pseudosti, cedens Selys, 1860 1 * Meéxico CCT-UFMG




105

Anexo 2. Arquivo de comandos implementado no software TNT para a analise filogenética com dados
morfologicos com pesagem implicita, na qual o suporte dos ramos foi estimado através do suporte
relativo de Bremer baseado no calculo das diferencas de fit relativo entre as arvores 6timas e as arvores
subdtimas.

macro=;

bb: fillonly ;
hold 3000 ;
subopt 11x0.01 ;
bbreak ;

hold 6000 ;
subopt 11x0.1 ;
bbreak ;

hold 9000 ;
subopt 11x0.2 ;
bbreak ;

hold 12000 ;
subopt 11x0.3 ;
bbreak ;

hold 15000 ;
subopt 11x0.4 ;
bbreak ;

hold 18000 ;
subopt 11x0.5 ;
bbreak ;

hold 21000 ;
subopt 11x0.6 ;
bbreak ;

hold 24000 ;
subopt 11x0.7 ;
bbreak ;

hold 27000 ;
subopt 11x0.8 ;
bbreak ;

hold 30000 ;
subopt 11x0.9 ;
bbreak ;

ttag = ;

bsup ;

bsup [ ;

ttag ;

Anexo 3. Melhores modelos de substitui¢do para cada particdo indicados pelo PartitionFinder2 para
as andlises de Inferéncia Bayesiana e de Maxima Verossimilhanga da posi¢do filogenética de
Pseudostigmatidae e das relacdes filogenéticas entre os gé€neros e espécies de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera). Cada um dos nimeros da particdo do COI representa o conjunto de caracteres
relacionados a cada uma das trés posi¢des do codon.

16S 288 Col_1 cor2 | coL3

Inferéncia Bayesiana
Miaxima GTR+I+G | GTR+I+G | GTR+G | GTR+I+G | GTR+G
Verossimilhanca
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Anexo 4. Arquivo de comandos implementado no programa MrBayes para a analise de Inferéncia
Bayesiana (matriz ndo apresentada) com os genes concatenados para avaliar a posicdo filogenética de
Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).

#NEXUS
BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=39 NCHAR=2246;
FORMAT DATATYPE=DNA GAP=- MISSING=?

MATRIX [nao apresentada]
END;

begin mrbayes;

Outgroup Mesocnemis_singularis;
CHARSET 16S = 1-376;
CHARSET 28S =377-1711;
CHARSET COIl = 1712-2246\3;
CHARSET COI2 = 1713-2246\3;
CHARSET COI3 = 1714-2246\3;

partition PartitionFinder = 5:16S, 28S, COI1, COI2, COI3;
set partition=PartitionFinder;

Iset applyto=(1, 2, 4) nst=6 rates=invgamma;
Iset applyto=(3, 5) nst=6 rates=gamma;

prset applyto=(all) ratepr=variable;
unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all) pinvar=(all) tratio=(all);

memc ngen=30000000 temp=0.05 swapfreq=1000 samplefreq=1000 printfreq=1000
nruns=2 nchains=4 relburnin=yes burninfrac=0.25 savebrlens=yes;

sump;

sumt;

end;

Anexo 5. Arquivo de comandos implementado no software IQTree2 através do prompt de comando
para a analise de Maxima Verossimilhanga com os genes concatenados e com os dados morfologicos
e moleculares combinados, para avaliar a posi¢do filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata,
Zygoptera).

igtree —s arquivo.phy —spp partitions.nex -b 1000 -bb 1000 -wbt -nt AUTO

Anexo 6. Arquivo de comandos implementado no programa MrBayes para a analise de Inferéncia
Bayesiana (matrizes ndo apresentadas) dos dados morfologicos e moleculares combinados para avaliar
a posi¢ao filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).

#NEXUS
BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=39 NCHAR=2318;
FORMAT DATATYPE=mixed(Standard:1-72,DNA:73-2318) interleave=yes
gap=- missing=?;
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MATRIX [ndo apresentadas]
END;

begin mrbayes;
Outgroup Mesocnemis_singularis;
CHARSET morphology = 1-72;

CHARSET 16S = 73-448;
CHARSET 28S = 449-1783;
CHARSET COIl = 1784-2318\3;
CHARSET COI2 = 1785-2318\3;
CHARSET COI3 = 1786-2318\3;

partition favored=6:morphology,16S,28S,COI1,COI2,COI3;
set partition=favored;

Iset applyto=(1) rates=gamma;

Iset applyto=(2) rates=invgamma nst=6;
Iset applyto=(3) rates=invgamma nst=6;
Iset applyto=(4) rates=gamma nst=6;
Iset applyto=(5) rates=invgamma nst=6;
Iset applyto=(6) rates=gamma nst=6;

prset applyto=(all) ratepr=variable;
unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all) pinvar=(all) tratio=(all);

memc ngen=30000000 temp=0.05 swapfreq=1000 samplefreq=1000 printfreq=1000
nruns=2 nchains=4 relburnin=yes burninfrac=0.25 savebrlens=yes;

sump;

sumt;

end;

Anexo 7. Espécies incluidas na analise filogenética com dados moleculares para a inferéncia da
posicado filogenética de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera), cédigo de acesso das sequéncias
para cada gene e o nimero de sequéncias utilizadas nas analises retiradas do Genbank ¢ adquiridas no
presente estudo para cada espécie. AB= Futahashi (2011); DQ= Groeneveld et al. (2007); EU= Bybee
et al. (2008); JQ= Ingley et al. (2012); KC= Bergmann et al. (2013); KF= Dijkstra et al. (2014); KU=
Ferreira ef al. (2016); KY= Koroiva ef al. (2017); MN3= Pimenta ef al. (2019); MN8= Vilela et al.
(2020); MK= Vilela et al. (2019). Os taxons que tiveram o seu DNA sequenciado no presente estudo
estdo indicados com o codigo DS. Em negrito= grupos externos. Protoneuridae VM= representantes
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de Protoneuridae do Velho Mundo; os outros protoneurideos sdo representantes de Protoneuridae do

Novo Mundo.
Cédigo de acesso

Familia Taxon 16S 28S COl
Pseudostigmatidae iAnomisma abnorme KF369619 | 1Q966592 : KF369299
Coenagrionidae Argia nahuana EU055128 {EU055319
Coenagrionidae Argia oculata KF369627 KF369306
Coenagrionidae Argia reclusa KY947428
Coenagrionidae Bromeliagrion rehni KF369648 | KF370045
Coenagrionidae Ceriagrion melanurum AB707533
Coenagrionidae Coenagrion puella KU695869 KU695873
Pseudostigmatidae iCoryphagrion grandis DQ642981 KY847618
Protoneuridae VM  iElattoneura glauca KF369713 | KF370112
Protoneuridae VM | Elattoneura vittata KF369865 | KF370264: KF369513
Coenagrionidae Franciscobasis franciscoi MK 598034
Megapodagrionidae | Heteragrion aurantiacum DS DS
Coenagrionidae Inpabasis rosea KF369748 | KF370147: KF369413
Coenagrionidae Ischnura capreolus DS DS
Coenagrionidae Ischnura fluviatillis KU220895
Coenagrionidae Ischnura senegalensis KF370150 MK 818643
Coenagrionidae Leptobasis vacillans MN344181
Lestidae Lestes virens KF369760 | KF370159 KF369424
Pseudostigmatidae iMecistogaster linearis KF369773 | KF370172
Pseudostigmatidae {Mecistogaster lucretia KF369774 i KF370173
Pseudostigmatidae {Mecistogaster modesta JQ966657 | Q966598
Pseudostigmatidae {Mecistogaster ornata JQ966658 DS DS
Calopterygidae Mnesarete pudica KY947359
Pseudostigmatidae {Megaloprepus caerulatus | JQ966660 | JQ966600 i MN345299
Platycnemididae Mesocnemis singularis KF369777 | KF370176; KF369439
Coenagrionidae Metaleptobasis bicornis DS DS
Pseudostigmatidae {Microstigma anomalum EU055119 {EU055310 MN344765
Pseudostigmatidae :Microstigma rotundatum KF369786 | KF370185: MN344781
Coenagrionidae Minagrion caldense MN816830
Coenagrionidae Minagrion waltheri DS
Coenagrionidae Nehalennia minuta DS DS
Coenagrionidae Nehalennia speciosa AB707574
Protoneuridae Neoneura fulvicollis KF369795 | KF370194
Protoneuridae Neoneura rubriventris KF369796 | KF370195
Protoneuridae Neoneura sylvatica DS DS DS
Coenagrionidae Oxyagrion terminale KU220896
Coenagrionidae Phoenicagrion flammeum | KF369846 KF370245 KF369496
Platycnemididae Platycnemis pennipes KF369849 | KF370248
Pseudostigmatidae {Platystigma astictum JQ966654 KC912403
Pseudostigmatidae :Platystigma buckleyi DS DS
Pseudostigmatidae {Platystigma jocaste JQ966659 | JQ966599
Pseudostigmatidae ;Platystigma martinezi JQ966656 | JQ966597 | KC912404
Protoneuridae Protoneura capillaris EU055089
Protoneuridae Protoneura paucinervis KF369871 | KF370270
Protoneuridae Protoneura scintilla KF369872
Coenagrionidae Pseudagrion kersteni KF369878 | KF370277{ KY 847622
Pseudostigmatidae {Pseudostigma aberrans DQ642984 | FJ009934 | MN345668
Coenagrionidae Telebasis corallina DS DS
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Anexo 8. Numero de espécimes (macho e fémea) examinados por espécie na analise filogenética com
dados morfologicos para a reconstrugdo das relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae
(Odonata, Zygoptera). O enraizamento foi feito em Ischnura fluviatillis. Os paises indicados fazem
referéncia a procedéncia dos espécimes examinados. Em negrito= espécies-tipo do género; (*)=
codificagdo baseada em ilustragdes e/ou descri¢cdes encontradas na literatura; A= alotipo; H= hol6tipo;
L= lectdtipo; N= nedtipo; P= paratipo

. i N DE N DE .
FAMILIA ESPECIE ESPECIMES | ESPECIMES PAISES COLEGCAO
3 Q

Coenagrionidae  |Ischnura fluviatilis Selys, 1876 4 4 Brasil, Argentina CCT-UFMG
Coenagrionidae | Bromeliagrion rehni Garrison, 2005 2 * Brasil INPA
Coenagrionidac | Coenagrion puella (Linnaeus, 1758) 1 1 Suiga NHM

=] Coenagrionidac | Diceratobasis macrogaster (Selys in Sagra, 1857) 1 * Jamaica University of Florida Collection - Ex Carnegie Museum

E Coenagrionidae Leptagrion bocainense Santos, 1979 2 * Brasil CCT-UFMG

E Coenagrionidae | Leptagrion macrurum (Burmeister, 1839) 5 2 Brasil CCT-UFMG

© |Coenagrionidae Metaleptobasis bicornis (Selys, 1877) 1 1 Brasil INPA

5 Coenagrionidae Nehalennia minuta (Selys in Sagra, 1857) 1 * Brasil CCT-UFMG

O |Coenagrionidac | Nehalennia speciosa (Charpentier, 1840) 1 1 Japdo CCT-UFMG
Protoneuridae Neoneura bilinearis Selys, 1860 6 1 Brasil CCT-UFMG
Protoneuridae Neoneura sylvatica Hagen in Selys, 1886 7 5 Brasil CCT-UFMG; INPA
Protoneuridae Protoneura capillaris (Rambur, 1842) 1 * Cuba University of Florida Collection
Protoneuridae Protoneura paucinervis Selys, 1886 4 3 Peru, Brasil CCT-UFMG - Ex R.W.Garrison Collection
Pseudostigmatidae |Anomisma abnorme McLachlan, 1877 2 (H) 1 Brasil, Peru? CCT-UFMG; NHM
Pseudostigmatidae | Coryphagrion grandis Morton, 1924 1 1 Nigéria NHM
Pseudostigmatidae | Mecistogaster amalia (Burmeister, 1839) 18 (N) 8 (A) Brasil, Paraguai CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Mecistogaster kesselringi Soldati & Machado, 2019 8 (H, P) 9(A) Brasil CCT-UFMG
Psecudostigmatidae | Mecistogaster linearis (Fabricius, 1777) 17 19 Brasil CCT-UFMG; INPA
Pseudostigmatidae | Mecistogaster lucretia (Drury, 1773) 7 5 Brasil CCT-UFMG; INPA
Pseudostigmatidae | Mecistogaster mielkei Soldati & Machado, 2019 17 (H, P) Brasil CCT-UFMG

° Pseudostigmatidae | Mecistogaster modesta Selys, 1860 1 México R.W.Garrison Collection

é Pseudostigmatidae | Mecistogaster nordestina Soldati & Machado, 2019 5(H, P) Brasil CCT-UFMG

E Pseudostigmatidae | Mecistogaster ornata Rambur, 1842 4 4 Brasil CCT-UFMG; AMNH

& Pseudostigmatidae | Megaloprepus caerulatus (Drury, 1782) 3 1 México, Colombia CCT-UFMG

g Pseudostigmatidae | Microstigma anomalum Rambur, 1842 6 2 Brasil CCT-UFMG; S.W.Dunkle Collection

g Pseudostigmatidae | Microstigma maculatum Hagen in Selys, 1860 7 3 Brasil CCT-UFMG:; INPA
Pseudostigmatidae | Microstigma rotundatum Selys, 1860 10 4 Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma astictum (Selys, 1860) 2 4 Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma buckleyi (McLachlan, 1881) 3 (L) 1 Brasil, Equador CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma humaita Machado & Soldati, 2017 1 (H) Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma jocaste (Hagen, 1869) 2 8 Brasil CCT-UFMG; AMNH
Pseudostigmatidae | Platystigma martinezi Machado, 1985 1 1 Bolivia CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma minimum Machado & Soldati, 2017 1 (H) Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Platystigma quadratum Machado & Soldati, 2017 5 (H, P) Brasil CCT-UFMG
Pseudostigmatidae | Pseudostigma aberrans Selys, 1860 1 2 México, Guatemala R.W.Garrison Collection
Pseudostigmatidae | Pseudostigma accedens Selys, 1860 1 * Meéxico CCT-UFMG

Anexo 9. Arquivo de comandos implementado no programa MrBayes para a analise de Inferéncia
Bayesiana (matriz ndo apresentada) com os genes concatenados para avaliar as relagdes filogenéticas
entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).

#NEXUS
BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=28 NCHAR=2410;
FORMAT DATATYPE=DNA GAP=- MISSING=? ;

MATRIX [nao apresentada]
END;

begin mrbayes;

Outgroup Ischnura_fluviatilis;
CHARSET 16S = 1-392;
CHARSET 28S = 393-1754;
CHARSET COIl = 1755-2410\3;
CHARSET COI2 = 1756-2410\3;
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CHARSET COI3 = 1757-2410\3;
set partition=PartitionFinder;

Iset applyto=(1) nst=6 rates=invgamma,;
Iset applyto=(2) nst=6 rates=invgamma;
Iset applyto=(3) nst=6 rates=gamma;
Iset applyto=(4) nst=6 rates=invgamma;
Iset applyto=(5) nst=2 rates=gamma;

prset applyto=(all) ratepr=variable;
unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all) pinvar=(all) tratio=(all);

mcme ngen=30000000 temp=0.05 swapfreq=1000 samplefreq=1000 printfreq=1000
nruns=2 nchains=4 relburnin=yes burninfrac=0.25 savebrlens=yes;

sump;

sumt;

end;

Anexo 10. Arquivo de comandos implementado no programa MrBayes para a analise de Inferéncia
Bayesiana (matrizes ndo apresentadas) dos dados morfologicos e moleculares combinados para avaliar
as relagdes filogenéticas entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera).

#NEXUS
BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=27 NCHAR=2477,
FORMAT DATATYPE=mixed(Standard:1-67,DNA:68-2477) interleave=yes
gap=- missing=?;

MATRIX [nao apresentadas]
END;

begin mrbayes;

Outgroup Ischnura fluviatilis;
CHARSET morphology = 1-67;
CHARSET 16S = 68-459;
CHARSET 28S =460-1821;
CHARSET COIl = 1822-2477\3;
CHARSET COI2 = 1823-2477\3;
CHARSET COI3 = 1824-2477\3;

partition favored=6:morphology,16S,28S,COI1,COI12,COI3;
set partition=favored;

Iset applyto=(1) rates=gamma;

Iset applyto=(2) rates=invgamma nst=6;
Iset applyto=(3) rates=invgamma nst=6;
Iset applyto=(4) rates=gamma nst=6;
Iset applyto=(5) rates=invgamma nst=6;
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Iset applyto=(6) rates=gamma nst=6;

prset applyto=(all) ratepr=variable;
unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all) pinvar=(all) tratio=(all);

mcme ngen=30000000 temp=0.05 swapfreq=1000 samplefreq=1000 printfreq=1000
nruns=2 nchains=4 relburnin=yes burninfrac=0.25 savebrlens=yes;

sump;

sumt;

end;

Anexo 11. Espécies incluidas na analise filogenética com dados moleculares para a reconstrucao das
relagdes entre os géneros e espécies de Pseudostigmatidae (Odonata, Zygoptera), codigo de acesso
das sequéncias para cada gene ¢ o nimero de sequéncias utilizadas nas analises retiradas do Genbank
e adquiridas no presente estudo para cada espécie. AB= Futahashi (2011); DQ= Groeneveld et al.
(2007); EU=Bybee et al. (2008); JQ=Ingley et al. (2012); KC= Bergmann et al. (2013); KF= Dijkstra
et al. (2014); KU= Ferreira et al. (2016); KY= Koroiva et al. (2017); MN3= Pimenta ef al. (2019). Os
taxons que tiveram o seu DNA sequenciado no presente estudo estdo indicados com o cddigo DS. Em
negrito= grupos externos.

Cédigo de acesso
Familia Taxon 16S 28S COl
Pseudostigmatidac {Anomisma abnorme KF369619 | 1Q966592 | KF369299
Coenagrionidae Bromeliagrion rehni KF369648 | KF370045
Coenagrionidae Coenagrion puella KU695869 KU695873
Pseudostigmatidaec | Coryphagrion grandis DQ642981 KY847618
Coenagrionidae Ischnura fluviatillis KU220895
Pseudostigmatidae Mecistogaster linearis KF369773 | KF370172
Pseudostigmatidae Mecistogaster lucretia KF369774 | KF370173
Pseudostigmatidae |Mecistogaster modesta JQ966657 | 1Q966598
Pseudostigmatidae Mecistogaster nordestina DS DS
Pseudostigmatidae |Mecistogaster ornata JQ966658 DS DS
Pseudostigmatidae Mecistogaster sp. DS DS
Pseudostigmatidae Mecistogaster sp.n. DS
Pseudostigmatidae (Megaloprepus caerulatus | JQ966660 ; JQ966600 i MN345299
Coenagrionidae Metaleptobasis bicornis DS DS
Pseudostigmatidae iMicrostigma anomalum EU055119 {EU055310;{ MN 344765
Pseudostigmatidae {Microstigma maculatum DS
Pseudostigmatidae {Microstigma rotundatum | KF369786 ! KF370185:MN344781
Coenagrionidae Nehalennia minuta DS DS
Coenagrionidae Nehalennia speciosa AB707574
Protoneuridae Neoneura sylvatica DS DS DS
Pseudostigmatidae {Platystigma astictum JQ966654 KC912403
Pseudostigmatidae {Platystigma buckleyi DS DS
Pseudostigmatidae Platystigma jocaste JQ966659 | 1Q966599
Pseudostigmatidae | Platystigma martinezi JQ966656 | JQ966597 i KC912404
Protoneuridae Protoneura capillaris EU055089
Protoneuridae Protoneura paucinervis KF369871 | KF370270
Pseudostigmatidac | Pseudostigma aberrans DQ642984 | FJ009934 { MN345668
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Anexo 12. Morfologia geral do torax, asas e genitalia de Zygoptera com indicag@o das principais
estruturas.

Protorax Pterotorax

" carena medio-dorsal
LA, : E

ventre

Figura 1. Indicagdo das principais estruturas do torax, vista lateral, Platystigma jocaste. LA= lobo
anterior; LM= lobo médio; LP= lobo posterior; PP= propleura; E1= mesepisterno; E2= metepisterno;
SM 1= sutura mesopleural; SM2= sutura metapleural; SI= sutura interpleural; FA= faixa antehumeral,;
FP= faixa p6s-humeral; MS= mesinfraepisterno; MP 1= mesepimero; MP2= metepimero.
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Figura 2. Indicagdo das principais veias e células, sendo a terminologia adotada proposta por Riek &
Kukalova-Peck (1984), modificada por Rehn (2003). RA= radial anterior; RP=radial posterior; RP|=
radial posterior 1; RP,= radial posterior 2; RP3;= radial posterior 3; IR;= intercalar 1; IR>= intercalar
2; MA= medial anterior; MP= medial posterior; CuA= cubital anterior; CuP= cubital posterior;
CuP&AA= veia anal. * = nome sugerido no presente estudo. A) asa generalizada de
Pseudostigmatidae, do género Mecistogaster (Lencioni, 2017); B) asa generalizada de Calopterygidae,

do género Mnesarete (Lencioni, 2017); C) asa generalizada de Protoneuridae, do género Epipleoneura
(Lencioni, 2017).



Pseudostigma

Mancha
apical

Mancha pré-apical

Figura 3. Indicag@o das principais regides no apice da asa, Platystigma jocaste, holotipo.

| SEGMENTO I |
TRegiao | Regido I J
apical | mediana

Regido
basal

SEGMENTO I

Regiao I Regiao 2
proximal | mediana | distal

| SEGMENTO IT I

Figura 4. Indicagdo dos segmentos do pénis e das regides dos segmentos II e III, vista lateral,

Platystigma buckleyi.
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Anexo 13. Lista de figuras referente a lista de caracteres do Estudo 1 e do Estudo 2. * = caracteres e
seus estados referente a lista de caracteres do Estudo 2.

2 3

Figuras 1-3. Cabeca do macho em vista dorsal, com as setas apontando os estados dos caracteres 1-2
¢ o trago demarcando limites dos estados do carater 3 da lista de caracteres do Estudo 1. 1A) Ischnura
Sfluviatilis (Coenagrionidae), 1B) Neoneura bilinearis (Protoneuridae); 2) Telebasis corallina
(Coenagrionidae); 3) Mecistogaster lucretia (Pseudostigmatidae).

4C

6B

Figuras 4-6. Representagdo de alguns estados de caracteres, com as setas apontando os estados dos
caracteres 4-6 da lista de caracteres do Estudo 1. 4A-C) Cabeca em vista dorsal (modificado de
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Garrison et al., 2010); 5A-B) Cabeca em vista laterofrontal (O’Grady & May, 2003); 6A-B) Labio em
vista dorsal (Rehn, 2003).

8B 11

Figuras 7-11. Pterotorax do macho em vista lateral e placa mesostigmal da fémea na regido anterior
do pterotorax em vista dorsal, com as setas apontando os estados dos caracteres 9-11 ¢ 13 da lista de
caracteres do Estudo 1, e 5 ¢ 10 da lista de caracteres do Estudo 2. 7) Mecistogaster amalia
(Pseudostigmatidae) (Soldati & Machado, 2019); 8A) Hetaerina rosea (Calopterygidae), 8B)
Ischnura fluviatilis (Coenagrionidae); 9) Ceriagrion melanurum; 10) I. fluviatilis; 11) Pseudostigma
aberrans (Pseudostigmatidae).



;
0 12A 0 14A

13 14C

Figuras 12-14. Lobo posterior do protérax e placa mesostigmal em vista dorsal, com as setas
apontando os estados dos caracteres 7, 8 e 12 da lista de caracteres do Estudo 1. 12) Lobo posterior
do protérax, macho: A) Neoneura bilinearis, B) Mecistogaster milekei (Soldati & Machado, 2019);
13) Placa mesostigmal, fémea, Oxyagrion terminale; 14) Lobo posterior do protérax, fémea: A)
Ischnura fluviatilis, B) Mecistogaster amalia, C) Neoneura sylvatica.

11(0)* 11(1)*
A B

Figura 15. Representagdo da garra tarsal, com as setas apontando os estados do carater 11 da lista
de caracteres do Estudo 2. A) Protoneura paucinervis; B) Ischnura fluviatilis.



118

14(0)

13(0)*
=0 17(1) 25(0)

16A 16B

13(1)* 13(0)*
15(1) 17(2)

17(0y*
20(1) 250

f
210)19(0) 508

18 19

17(1)* 17(2)*
22(1) 22(2)

20A 20B

Figuras 16-20. Regido basal da asa, com as setas apontando os estados dos caracteres 13-25 da lista
de caracteres do Estudo 1, e 13 e 17 da lista de caracteres do Estudo 2. 16) Asa posterior, fémea: A)
Coryphagrion grandis, B) Mnesarete pudica; 17) Asa anterior, macho: A) Neoneura bilinearis; B)
Mesocnemis singularis; 18) Asa anterior, macho, Protoneura paucinervis; 19) Asa posterior, macho,
Prodasineura vitatta; 20) Asa posterior, macho: A) Epipleoneura machadoi; B) Neoneura bilinearis.
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26(0)
31(0)*
25(3)* 30(0)
27(0)
21A 21B
23(0)*
24(0)* 22(1)*

22A 22B

23(0)* (0 * * #®
24(1)* 22(0)* 2452;* 23(1)* 25(1) 25(2)

22(0)*

23A 23B 24A

25(0)*
vy

o 10

26 27

28 30" 59

Figuras 21-29. Regido mediana-apical e apical da asa, com as setas apontando os estados dos
caracteres 26-28, 30-37 da lista de caracteres do Estudo 1, e 22-25, 28-29 e 31 da lista de caracteres

do Estudo 2. 21) Asa anterior, macho: A) Anomisma abnorme, B) Epipleoneura machadoi, 22) Asa

posterior, macho: A) Mecistogaster kesselringi (Soldati & Machado, 2019), B) Coryphagrion
grandis; 23) Asa posterior, macho: A) Mecistogaster lucretia, B) Platystigma astictum (Machado e
Soldati, 2017); 24) Asa anterior, macho: A) Pseudostigma aberrans, B) Mecistogaster ornata; 25)
Asa posterior, macho, Megaloprepus caerulatus; 26) Asa anterior, macho, Platystigma minimum
(Machado e Soldati, 2017); 27) Asa posterior, macho, Platystigma humaita (Machado e Soldati,
2017); 28) Asa posterior, fémea, Mnesarete pudica; 29) Asa anterior, fémea, Microstigma
rotundatum.
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39(0) 31

Figuras 30-31. Asa anterior do macho, com as setas apontando os estados dos caracteres 38 e 39 da
lista de caracteres do Estudo 1. 30A) Epipleoneura machadoi, 30B) Coryphagrion grandis; 31)
Pseudostigma aberrans.

«40(0)

Figura 32. Primeiro segmento do abddmen em vista lateral, Minagrion caldense (paratipo), macho.
Seta aponta o estado do carater 40 da lista de caracteres do Estudo 1.
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Figuras 33-34. Estruturas da fossa genital do macho, com as setas apontando os estados do carater 41
das listas de caracteres do Estudo 1 e do Estudo 2. 33) Vesicula seminal na posi¢ao antero-posterior,
macho: A) Calopteryx maculata (Rehn, 2003), B) Perissolestes magdalenae (Rehn, 2003), C)
Diceratobasis macrogaster (modificado de Garrison, 1986); 34) Segundo segmento do abdéomen em
vista ventral, macho: A) Mecistogaster amalia, B) Mecistogaster mielkei (Soldati & Machado, 2019).
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42(0)

35 36

49(0)

37A 37B

39

Figuras 35-39. Décimo segmento abdominal e apéndices abdominais do macho, com as setas
apontando os estados dos caracteres 42-50 da lista de caracteres do Estudo 1 e 44 da lista de caracteres
do Estudo 2. 35) Vista posterodorsal, Argia nahuana; 36) Vista dorsal, Platycnemis pennipes; 37)
Vista dorsal: A) Pseudostigma aberrans, B) Mecistogaster amalia (Soldati &Machado, 2019); 38)
vista laterodorsal, Hetaerina rosea, (modificado de Lencioni, 2017); 39) Vista lateral, Mecistogaster
ornata (sintipo).
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= 51(1) 49(1)

41

Figuras 40-42. Décimo segmento abdominal e apéndices abdominais em vista lateral, com as setas
apontando os estados dos caracteres 47, 49 e 51 ¢ a linha tracejada demarcando o limite do estado do
carater 55 da lista de caracteres do Estudo 1. 40) Ischnura capreolus, macho (Lencioni, 2017); 41)
Epipleoneura sp., macho (Lencioni, 2017); 42) Platystigma astictum, f€émea (Machado & Soldati,
2017).

43A 43B

*\54(())

44

Figuras 43-44. Décimo segmento abdominal e apéndices abdominais da fémea, com as setas
apontando os estados dos caracteres 53 e 54 e a linha tracejada demarcando o limite do estado do
carater 55 da lista de caracteres do Estudo 1. 43) Vista dorsal: A) Epipleoneura venezuelensis, B)
Megapodagrion megalopus; 44) Vista lateral, Franciscobasis franciscoi.
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48

Figuras 45-48. Pénis em vista dorsal, com as setas apontando os estados dos caracteres 56, 59, 62-63,
67, 71-72 da lista de caracteres do Estudo 1, e 52 da lista de caracteres do Estudo 2. 45) Segmentos I,
I e IIT (segmento II ndo visivel), Coryphagrion grandis; 46) Segmentos II e III, Oxyagrion rubidum;
47) Segmento II, Mecistogaster mielkei (Soldati & Machado, 2019); 48) Segmento 11, Epipleoneura
machadoi.
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64(0)
65(1)

L -59(0)*

66(1)

63(1)*
66(0)

70(0)
53

Figuras 49-53. Pénis, com as setas apontando os estados dos caracteres 60, 64-66, 68-70 da lista de
caracteres do Estudo 1, e 59, 61 e 63 da lista de caracteres do Estudo 2. 49) Segmentos II ¢ III em
vista laterodorsal, Minagrion caldense; 50) Segmentos II e III em vista lateral, Platystigma jocaste;
51) Segmentos I, II e III em vista laterodorsal, Megaloprepus caerulatus; 52) Segmentos I, II e IIl em
vista lateral, Phoenicagrion flammeum; 53) Segmentos II e III em vista lateral, Protoneura
paucinervis.

Figuras 54-56. Pénis, com as setas apontando os estados dos caracteres 57, 61-62 da lista de caracteres
do Estudo 1, e 58, 61 ¢ 63 da lista de caracteres do Estudo 2. 54) Segmentos II e III em vista dorsal,
Mecistogaster linearis; 55) Segmentos II e Il em vista laterodorsal, Mecistogaster lucretia; 56)
Segmentos II e III em vista laterodorsal, Platystigma buckleyi.



126

58(0) 58

Figuras 57-59. Pénis, com as setas apontando os estados dos caracteres 58, 65 e 72 da lista de
caracteres do Estudo 1, e 67 da lista de caracteres do Estudo 2. 57) Bromeliagrion rehni (De Marmels
& Garrison, 2005): A) segmentos II e III em vista lateral, B) segmento III em vista dorsal; 58)
Segmentos II e Il em vista dorsal, Platystigma humaita (Machado & Soldati, 2017); 59) Segmentos
II e III em vista dorsal, Platystigma minimum (Machado & Soldati, 2017).

Anexo 14. Espécies de Mecistogaster e Platystigma que possuem ninfas e fémeas descritas, assim
como chaves de identificagdo, com indicagdo da literatura de referéncia.

Género Espécie  Ninfa descrita Fémea descrita Chaves de identificacdo
Mecistogaster \amalia Muzon et al. , 2010 Soldati & Machado, 2019 Soldati & Machado, 2019; Presente estudo
linearis  |Sahlén & Hedstrom, 2005 |Selys, 1860 Soldati & Machado, 2019; Presente estudo
lucretia  \Nao Selys, 1860 Presente estudo
modesta |Calvert, 1911 Selys, 1860 Lencioni, 2006; Presente estudo
ornata Ramirez, 1995 Selys, 1860 Lencioni, 2006; Presente estudo
Platystigma astictum  Lencioni, 2006 Selys, 1860 Lencioni, 2006; Machado & Soldati, 2017; Presente estudo
buckleyi Nao Nio Machado & Soldati, 2017; Presente estudo
jocaste Nao Selys, 1886 Machado & Soldati, 2017; Presente estudo
martinezi [Nao Machado, 1985; Machado & Soldati, 2017 |Machado & Soldati, 2017; Presente estudo
ini) Nao Nao Machado & Soldati, 2017; Presente estudo
ronoti  INdo Sjostedt, 1918; Machado & Lacerda, 2016 |Machado & Soldati, 2017; Presente estudo




