XXVII| Congresso {virtual} de Iniciagdo Cientifica da Unicamp

) \\"}’ N o
® <= & PP
“. unicame 3 Unicamp

. = ﬂ.\\\ysu
Q @gﬂ

Filogenia molecular da tribo “Achlyodidini”, com enfoque nos géneros

qgue se alimentam de Piper sp.
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Introducao:
Insetos da Ordem Lepidoptera, que inclui borboletas e mariposas,

constituem um dos grupos de organismos mais estudados e bem conhecidos
(Boggs, Watt & Ehrlich, 2003). Existe uma grande quantidade de informacao
relacionada ao grupo em diversas areas como ecologia, conservacao,
taxonomia, evolucdo, dentre varias outras (Boggs, Watt & Ehrlich, 2003; Pefia,
et al., 2006). As borboletas se dividem em trés familias, sendo que uma das mais
ricas em espécies, a familia Hesperiidae, tem sido negligenciada ha décadas, e
apenas recentemente teve suas relacbes estudadas em detalhe (Warren,
Ogawa, & Brower, 2009; Warren, Ogawa, & Brower, 2008; Sahoo et al 2016).
Provavelmente, muitos dos grupos outrora reconhecidos sao grupos nao-
monofiléticos, incluindo desde géneros até subfamilias (Warren, Ogawa, &
Brower, 2008). Um destes casos parece ser a tribo Achlyodidini, da subfamilia
Pyrginae, um clado com baixo suporte e com diversos géneros possivelmente
nao-monofiléticos (Warren, Ogawa, & Brower, 2009; Warren, Ogawa, & Brower,
2008). Os géneros Quadrus, Ouleus e Pythonides em especial séo interessantes
por usarem predominantemente espécies de plantas do género Piper
(Piperaceae) como alimento na fase larval (Janzen & Hallwachs, 2009). Essas
plantas apresentam algum grau de toxicidade em herbivoros (Dyer & Palmer,
2004). Desta forma, entender as relacdes de parentesco entre 0s géneros da
tribo Achlyodidini, incluindo Quadrus, Ouleus e Pythonides, pode ser um suporte

importantissimo nos estudos de interagéo inseto-planta.



Propomos entéo a utilizacdo do gene mitocondrial (mtDNA) COl, da regido
conhecida como “cédigo de barras de DNA” (ou DNA barcode). A grande
vantagem no uso deste marcador deve-se ao fato de que, em geral, as variacoes
genéticas interespecificas excedem as variacdes genéticas intraespecificas,
tornando essa uma ferramenta muito eficiente na discriminacdo molecular entre
espécies (Silva-Brandao, Lyra, & Freitas, 2009).

Este projeto prop&e solucionar, através de dados moleculares, a validade

e as relagdes internas da tribo “Achlyodidini”

Materiais e métodos:

Os experimentos foram realizados com a analise do material genético de
22 individuos da tribo Achlyodidini (pertencentes aos 3 géneros em estudo,
Pythonides, Quadrus e Ouleus). A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit
de extragdo GE Healthcare® lllustra Tissue and Cells Genomic Prep Mini Spin
Kit e o respectivo protocolo, utilizando 2 pernas de cada individuo.

Para a construcdo da hipotese filogenética para a subfamilia Pyrginae foi
utilizado o servidor web do software IQTREE (Nguyen et al. 2015) usando o
método de Maxima Verossimilhanga. O melhor modelo evolutivo foi determinado
no mesmo software pela implementacdo do ModelFinder (Kalyaanamoorthy et
al. 2017). O suporte dos ramos foi estimado usando 1000 aproximacdes do
método ultrafast bootstrap (UFBoot2) (Hoang et al. 2017). A escolha dos grupos
externos foi baseada nas relacdes filogenéticas descritas em Sahoo et al (2016).
A matriz final foi composta pelas nossas amostras e por outras 106 amostras de
representantes dos géneros de Pyrginae obtidas do GenBank (124 sequéncias
no total).

Com as sequéncias COI fizemos a identificacdo a nivel de género das
nossas amostras, utilizando a ferramenta BLAST, do NCBI, que compara nossas
sequéncias com sequéncias ja pré-existentes no banco de dados.

Para os géneros Quadrus, Ouleus e Pythonides construimos arvores de
distancia para cada género separadamente, usando o método de Neighbor-
Joining (NJ) no programa Geneious v 10.2.6. Alinhamos nossas sequéncias a
todas as sequéncias disponiveis no GenBank, totalizando uma matriz de 25

taxons para Quadrus, 26 para Ouleus e 17 para Pythonides.



Resultados e discussoes:

Nenhum dos géneros de interesse foi recuperado como
monofilético na hipotese filogenética de Pyrginae obtida com o mtDNA COl,
provavelmente devido a falta de resolucdo que este gene sozinho oferece.
Dentre os géneros recuperados como monofiléticos estdo Achlyodes, Aethilla,
Zera, Atames, Haemacis e Charidia. O género Milanion é parafilético, uma vez
que Eburucus aparecem dentro deste. Os géneros Quadrus, Pythonides e
Ouleus néo foram recuperados como monofiléticos, aparecendo espalhados em
diversos ramos da arvore.

No caso do género Ouleus, os exemplares sequenciados no presente
trabalho aparecem em um ramo distintos dos obtidos no banco de dados. Para
Quadrus, um individuo identificado como Q. contubernalis aparece agrupado
dentro de um clado identificado como Q. cerialis, sugerindo um possivel
problema de identificacdo. Por fim, no género Pythonides, quatro de nossos
espécimes aparecem distribuidos em trés diferentes ramos, sendo alguns
recuperados como grupo irmao de P. amarilys, um como grupo irméo de P.
proxenus, e o outro foi recuperado em um clado a parte, indicando que
provavelmente pertence a alguma outra espécie ndo disponivel no banco de
dados.

As arvores filogenéticas de cada género estdo com sua relacdo de
parentesco melhor resolvidas do que a arvore com todos os géneros da tribo
“Achlyodidini”. Sdo muitos ramos polifiléticos, impossibilitando saber a relacdo

entre 0s géneros.

Consideracdes finais:

O estudo comprovou que de fato a filogenia dessa familia € pouco
resolvida e que os dados obtidos, ainda que importantes, nao foram suficientes
para a resolucdo desse grupo. Seriam necessarios mais individuos e mais
sequéncias de outros genes para deixar a arvore mais robusta. Em suma, fica
claro que s&o necessarios estudos complementares para que uma resolucéo

adequada deste grupo seja obtida.
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