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Resumo

PREDIGER, Carolina. Estruturagao genética de Junonia evarete (Lepidoptera:
Nymphalidae) no sul do Brasil. 2017. 36f. Trabalho de conclusao de curso — curso
de Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Junonia evarete (Lepidoptera: Nymphalidae) € uma borboleta comumente encontrada
no Rio Grande do Sul nas estacdes de primavera-verao. Essa espécie é conhecida
pelo padrao de disposicao dos seus ocelos, sendo este o motivo pelo seu nome
popular buckeyes. Sabe-se que essa espécie apresenta comportamento migratério;
logo, é possivel que esse comportamento leve a homogeneizacdo de suas
populagdes. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a estruturacédo genética de
populagdes de J. evarete do Rio Grande do Sul. Para alcancgar esse objetivo, 0 DNA
de individuos de sete populagdes do Rio Grande do Sul foi extraido, um fragmento do
gene citocromo oxidase subunidade | foi amplificado, purificado e sequenciado.
Sequéncias in silico foram buscadas no banco de dados do projeto Barcode of life e
analisadas para comparar com a populacdo do RS. A diversidade haplotipica e
nucleotidica, e o teste D de Tajima foram calculados para cada populagao. A rede de
haplétipos foi construida utilizando o método de Median-Joining. O indice divergéncia
genética entre populagdes (Fst) e o teste de Mantel foram calculados. A diversidade
haplotipica e a nucleotidica de toda a populagao foi 62,9 % e 0,25%, respectivamente.
O teste D de Tajima apresentou valores negativos mas nao significativos para
nenhuma das populagdes. A configuragao da rede de haplétipos foi do tipo estrela,
dando destaque para um haplétipo compartilhado por vinte e dois individuos de todas
as localidades. O resultado de Fsr foi proximo a zero para a grande maioria das
populagdes do Rio Grande do Sul. O teste de Mantel mostra a falta de correlagao
entre diversidade genética e distancia geografica (r=0,082). A populacdo mais
semelhante com o Rio Grande do Sul foi da Argentina. Esses resultados levam a
conclusao de que as populacdes de J. evarete do Rio Grande do Sul apresentam uma
diversidade genética baixa e ndo apresentam estruturagdo genética.

Palavras chave: COI; estruturagdo populacional; fluxo génico; genética de
populagdes; migragao.



Abstract

PREDIGER, Carolina. Genetic structure of Junonia evarete from South of
Brazil. 2017. 36f. Trabalho de conclusao de curso — curso de Ciéncias Bioldgicas,
Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Junonia evarete (Lepidoptera: Nymphalidae) is ordinarily found in South of Brazil
during spring-summer season. This species is known by its ocelli disposition, that is
the reason for its common name, buckeyes butterfly. J. everete presents migratory
behaviour, therefore, its populations may be homogenised due gene flow. The present
study aims to analyse the genetic structure of J. evarete from seven populations of Rio
Grande do Sul. In order to accomplish this, the DNA was extracted from individual from
seven population from south of Brazil. A fragment of cytochrome oxidase subunit | gene
was amplified, purified and sequenced. Sequences of Junonia were searched from
Barcode of life database. Theses sequences were used to compare with the
sequences from the south of Brazil. The haplotyde diversity, nucleotide diversity and
Tajima’s D test were calculated for each population. A haplotyde network was built
using median-joining’s method. The fixation index (Fst) and the Mantel’s test were
calculated. Haplotyde diversity and nucleotide diversity were 62,9% and 0,25%,
respectively. Tajima’s D test value was negative but not significant. The haplotyde
network configuration was star-like. One haplotype was highlighted comparing with
others, because it was shared by twenty two individuals, from all populations. The Fst
values were close to zero for most of the populations. Mantel’'s test showed no
correlation between genetic diversity and geographical distance (r=0,082). Argentina’s
population and the population analyzed here are very similar. These findings show that
the South of Brazil populations of J. everete have low genetic diversity and that these
populations have no genetic structure.

Key words: COI; gene flow; migration; population genetics; population structure.
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1. Introducgao

A estrutura genética de uma populagdo pode ser definida como a disposigao
nao aleatéria dos alelos no espagco e no tempo. A agdo conjunta de mutacéo,
migragao, selecao natural, deriva genética, geografia, biologia e histéria de vida da
espécie resulta na estrutura genética de suas populagbes (LOVELESS; HAMRICK,
1984).

Outro processo que pode influenciar a estruturagao genética de populagdes é
a localizagdo das populacbes com relagdo a distribuicdo geografica da espécie.
Segundo a teoria do “centro mais abundante”, as populagdes localizadas no centro da
amplitude geografica da espécie sdo mais abundantes enquanto que as espécies na
borda da distribuicdo sdo menores e mais isoladas. Além disso, populagdes da
margem sao propensas a maiores variagdes demograficas (VUCETICH; WAITE,
2003; ECKERT; SAMIS; LOUGHEED, 2008). Desta forma, visualiza-se nas
populacbes geograficamente centrais maior diversidade genética, e menor
diferenciacdo genética entre as populacdes, além do efeito fundador e gargalo
genético serem menos comuns nessas populacdes (ECKERT; SAMIS; LOUGHEED,
2008).

A migragdo, ocorre em muitos taxons por diferentes motivos.
Independentemente disto, este processo causa alteragdes nas populagdes daquela
especie, em geral levando a homogeneizagdo genética destas populagdes
(FREEMAN; HERRON, 2009). Os processos migratorios em insetos sao dificeis de
serem estudados utilizando-se métodos tradicionais, como marcagdo com
fluorescéncia, isotopos radioativos ou monitoramento por radar, devido ao seu
pequeno tamanho corporal e ao curto ciclo de vida (CHAPMAN; DRAKE; REYNOLDS,
2011). Contudo, compreender os mecanismos por tras da migragao pode esclarecer
0os processos evolutivos de tais taxons. Desta forma, a alternativa existente aos
métodos tradicionais sdo as metodologias empregadas por técnicas de genética de
populagoes (WEI et al., 2013).

Com o objetivo de testar as teorias que relacionam o efeito da migragdo na

diversidade genética, tem-se utilizado mais comumente espécies que possuem
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comportamento migratério conhecido devido aos estudos classicos; como por
exemplo, Danaus plexippus (Lepidoptera: Nymphalidae), popularmente conhecida
como monarca (PFEILER; MARKOW, 2017). Aléem da monarca, sdo poucas as
espécies cujo comportamento migratorio € bem conhecido; contudo, foram registrados
eventos de migracdo em massa de espécies do género Junonia (Lepidoptera:
Nymphalidae) na Argentina (WILLIAMS, 1930 apud BORCHES; MARCUS, 2014) e no
Rio Grande do Sul (ISERHARD, comunicagao pessoal). Além disso, considerando que
ha registro de hibridizagdo no género (HAFERNIK, 1982), é possivel que os eventos
migratorios sejam um dos fatores promotores dos eventos de hibridizagao,
promovendo introgressao entre as espeécies.

O género Junonia, amplamente distribuido no continente americano possui
uma problematica, visto a existéncia de um complexo de espécies. O complexo
Junonia evarete foi proposto por Pelham (2008), e seria composto por J. evarete
Cramer, 1779, J. genoveva Cramer, 1780 e J. coenia Hubner, 1822, sendo que na
América do Sul ha registro de ocorréncia de J. evarete e J. genoveva. A grande maioria
dos estudos busca esclarecer as relagdes filogenéticas entre as potenciais espécies
que ocorrem no continente americano, por meio de marcadores morfologicos,
comportamentais (BREVIGNON; BREVIGNON, 2012) e moleculares, sendo
explorada, principalmente, a técnica de DNA Barcode (BREVIGNON; BREVIGNON,
2012; PFEILER et al., 2012; BORCHERS; MARCUS, 2014, GEMMELL; BORCHERS;
MARCUS, 2014). Estudos com biologia molecular mostram que ao utilizar fragmentos
do gene citocromo oxidase subunidade | (COIl) ha formacgao de dois grandes clados,
que de forma geral, separam os individuos da América do Norte e do Sul
(BREVIGNON; BREVIGNON, 2012; PFEILER et al., 2012; GEMMELL; BORCHERS;
MARCUS, 2014). Contudo, um dos ultimos trabalhos realizados com este gene agrupa
alguns individuos coletados em Buenos Aires (Argentina) no clado da América do
Norte (BORCHERS; MARCUS, 2014). Sabe-se que populagdes do género se
estabeleceram nas Américas entre 4 a 2 milhées de anos (KODANDARAMAIAH;
WAHLBERG, 2007) e que os dois clados se divergiram a aproximadamente 2 milhdes
de anos (PFEILER; JOHNSON; MARKOW, 2012). Possiveis espécies presentes
nesses clados tiveram especiacdo posterior a dois milhdes de anos, sendo essa
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especiagao recente um dos possiveis motivos para a técnica DNA Barcode nao ser
eficiente nesse taxon.

Baseado nas informagdes acerca do género Junonia, € possivel que a
frequente migragédo neste grupo leva a auséncia de estruturacdo genética entre as
populagdes de Junonia evarete, sendo entdo constantemente homogeneizadas.
Considerando essa hipotese, € possivel que apenas variantes morfolégicas sejam
encontrados ao longo da distribuicdo da espécie. O objetivo geral deste trabalho é
verificar presenga/auséncia de estruturagao genética nas populag¢des do Rio Grande
do Sul. Os objetivos especificos sao: (i) Verificar o numero de populagdes no rio
Grande do Sul. (i) Caracterizar a variabilidade genética de cada uma das populagdes
estudadas utilizando o marcador molecular citocromo oxidase subunidade 1; (iii)
comparar as populagdes do Rio Grande do Sul com populagdes estudadas

previamente.



2. Revisao de Literatura

2.1. Migragao em insetos

Diversas condicbes ambientais levam o conjunto de individuos de uma
populacdo a se deslocarem geograficamente através de amplas distancias. O efeito
geral da migragédo é a homogeneizagao das frequéncias alélicas nas populagdes que
se deslocam. Em populagdes com altas taxas de migracdo, € possivel que as
frequéncias alélicas se igualem quando ndo ha atuagdo de nenhuma outra forga
evolutiva (FREEMAN; HERRON, 2009).

O estudo dos efeitos da migragcédo na estruturagao genética de populagdes de
invertebrados normalmente é realizado com espécies que apresentam um padrao de
migracao bem conhecido (WEI et al., 2013). De acordo com Pfeiler e Markow (2017),
para estes organismos ha trés padrdes para a relagdo da diversidade haplotipica e
estrutura filogeografica: (a) baixa diversidade haplotipica sem correlagdo com
estrutura filogeografica; (b) alta diversidade haplotipica associada a estrutura
filogeografica e (c) alta diversidade haplotipica sem associagcdo com a estrutura
filogeogréfica.

O trabalho de Freeland et al. (2003) estudou as libélulas Anax junius (Drury,
1773) (Odonata: Aeshnidae) encontradas na América do Norte e Central. Essa
especie migra em diregdo ao norte na primavera e para o sul no outono, sendo que
nem todas as populagdes migram. Os autores verificaram um padrdo de alta
diversidade haplotipica sem associagao com a estrutura filogeografica. Eles também
identificaram que populagdes nao migrantes compartilham haploétipos com individuos
migrantes, destacando a homogeneizagao destas.

Pantala flavescens (Fabricius, 1798) (Odonata: Libellulidae) foi amplamente
estudada (Troast et al. 2016; Low et al. 2017) e recentemente Pfeiler e Markow (2017)
reanalisaram os dados disponiveis do fragmento de COIl encontrando alta diversidade
haplotipica sem associagao com a estrutura filogeografica. Dessa forma, os autores
concluem que alto fluxo génico e nao resulta na diminui¢ao/redugéao da diversidade

genética entre as populagoes.
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Algumas espécies migratorias de Lepidoptera apresentam suas rotas migratorias
bem conhecidas devido a estudos classicos. Comumente, testa-se hipoteses
relacionadas com o efeito da migracéo sobre suas populagdes. Pode-se citar, como
exemplo, Danaus plexippus L. (Lepidoptera: Nymphalidae), popularmente conhecida
como monarca, € Vanessa cardui (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae),
conhecida como bela-dama.

Pfeiler et al. (2017) realizou estudos com populagdes migratérias e nao
migratorias de monarca, seus resultados para o fragmento do gene COI mostram
baixa diversidade haplotipica e nucleotidica, sendo encontrado apenas seis
haplétipos. Contudo, esses autores encontraram estruturacdo genética entre as
populagdes com habitos migratérios e ndo migratorios.

O estudo de Pfeiler e Markow (2017) com V. cardui da América do Norte, Europa
e Australasia, mostraram baixa diversidade genética e verificaram a existéncia de
apenas sete haplétipos, sendo dois deles predominantes. Os autores notaram que
nenhum individuo da América do Norte compartilhava tais haplétipos predominantes,
e indicam que isso se deve a uma diferenciacdo na rota de migracdo em escala
mundial. Os autores concluem que o padrdao encontrado é baixa diversidade
haplotipica e auséncia de estruturagao filogeografica. Ao analisar os efeitos da
migracao em insetos de diferentes taxons, Pfeiler e Markow (2017) verificaram que o
marcador COI apresenta potencial para identificar migragdo de populagdes, mesmo

quando a diversidade das sequéncias € baixa.

2.2. O género Junonia

Uma caracteristica marcante da tribo Junoniini sdo ocelos presentes nas asas,
0s quais na superficie dorsal normalmente apresentam maior variacdo entre as
espécies em relacdo aos da face ventral. Contudo, o niumero e a posi¢cao desses
ocelos sao idéntico em muitas espécies e pode estar ausente/reduzido em algumas
delas (KODANDARAMAIAH, 2009) (Figura 1). Atualmente, Junoniini € formada por

seis géneros: Presis, Hypolimnas, Salamis, Yoma, Protogoniomorpha e Junonia.
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Figura 1 - Ocelos marcantes de J. evarete encontrados tanto em vista ventral (esquerda) quanto em
vista dorsal (direita). Fonte: Base de dados LELep

Junonia é um género bastante utilizado em estudos de desenvolvimento e
evolugdo de ocelos (KODANDARAMAIAH, 2009), padrao de coloracdo das asas
(MONTEIRO; PRUDIC, 2010) e evolugao de preferéncias alimentares (BOWERS;
STAMP, 1997). Ha muito debate entre 0 numero de espécies que constitui o género,
sendo normalmente considerado entre 30 e 35 espécies (KODANDARAMAIAH;
WAHLBERG, 2007). Junonia ¢é distribuida em todas as regides biogeograficas com
excecao da Antartida, sendo principalmente encontrada nos tropicos. Sua origem e
diversificagao foi estudada por Kodandaramaiah e Wahlberg (2007), indicando que o
continente americano foi colonizado pelo género ha aproximadamente 2,3 a 4,2
milhdes de anos atras, um periodo relativamente recente. Os autores também
sugerem que ocorreu uma especiagao rapida entre as espécies americanas.

Segundo Borches e Marcus (2015), ha nove espécies do género no continente
americano sendo elas: Junonia coenia Hubner, 1822; J. divaricata C. & R. Felder,
1867; J. evarete Cramer, 1779; J. litoralis Brévignon, 2009; J. neildi, Brévignon, 2004;
J. genoveva Cramer, 1780; J. wahlbergi Brévignon, 2008; J. vestina C. & R. Felder,
1867 e J. zonalis C. & R. Felder, 1867. De acordo com Pelham (2008), ha um
complexo de espécies chamado “complexo Junonia evarete” constituido por J.
evarete, J. genoveva e J. coenia.

Apesar de diferengas morfolégicas e comportamentais entre as espécies que
compde o complexo Junonia evarete estarem descritas na literatura [diferengas no

padrao de coloracgao, proporgédo dos ocelos, tamanho do adulto, numero de espinho por
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valva e habito alimentar (TURNER; PARNELL, 1985)] a veracidade dessas espécies tem
sido questionada devido a uma alta variabilidade intraespecifica no padrdao de
coloragao e maculacao das asas. Por este motivo, pesquisadores foram motivados a
esclarecer as relagbes filogenéticas entre as espécies do género e/ou identificar
especies por meio de técnicas de biologia molecular.

O primeiro trabalho utilizando biologia molecular tendo com produto as relagdes
filogenéticas do género utilizou um gene COl e dois genes nucleares (wingless e fator
de alongamento a-1). Oito espécimes do continente americano foram utilizados nesse
trabalho, pertencentes as trés espécies americanas componentes do “complexo J.
evarete”. (KODANDARAMAIAH; WAHLBERG, 2007). Porém, os resultados para o
continente americano ndo foram conclusivos devido ao baixo numero amostral. Outros
autores buscaram testar o método DNA barcode para as espécies de Junonia no
continente americano (PFEILER; JOHNSON; MARKOW, 2012). A analise filogenética
mostrou a presenca de dois grandes clados (clado A e clado B). O clado A agrupou os
especimes da América do Sul e Caribe. As espécies desse clado haviam sido
identificadas como J. vestina, J. evarete e J. genoveva. O clado B agrupou os
espécimes da América do Norte, Costa Rica, México e Panama. Os espécimes desse
clado sao identificados como J. genoveva, J. coenia, J. evarete. Dessa forma os
autores concluiram que a técnica DNA barcode nao é eficaz para a identificacdo de
espécies de Junonia distribuidas no continente americano. Esses autores também
estimaram que a ramificacdo desses dois clados ocorreu a aproximadamente dois
milhdes de anos.

Gemmell, Borchers e Marcus (2014) buscaram analisar novos marcadores
moleculares que pudessem auxiliar na separacdo das espécies. Eles analisaram a
estrutura genética de Junonia da Guiana Francesa, Guadalupe e Martinique e
Argentina utilizando os marcadores COI, wingless e regides nao especificas por meio
da metodologia Randomly amplified fingerprints (RAF). Quanto ao fragmento de COI
os resultados foram semelhantes ao de Pfeiler, Johnson e Markow, (2012),
verificando-se a existéncia de dois grandes clados, mas esses haplétipos néo
correspondem a separagao morfologica de espécies. O gene wingless apresentou

resolucdo no nivel geografico, mas nao foi suficiente para separar espécies; e o
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método RAF resultou na separagao de 11 populagdes divididas em trés grandes
grupos.

Posteriormente, Borchers e Marcus (2014) utilizaram metodologia semelhante,
buscando averiguar se as duas formas de Junonia ocorrentes na Argentina sao
espécies diferentes ou se as variagdes morfoldgicas eram intraespecificas. As
analises com o gene COl mostraram duas linhagens que divergem 4%, mas n&o
correspondem as duas formas estudadas (separando individuos nos dois grandes
clados). O gene nuclear wingless apresentou diferenga significativa quanto a estrutura
genética dos dois morfotipos analisados. Os autores também utilizaram a metodologia

RAF, e esse método distinguiu trés grupos de Junonia.



3. Metodologia
3.1. Extracao de DNA

Foram analisados individuos de J. evarete coletados por colaboradores do
Laboratério de Ecologia de Lepidoptera (LELep) da Universidade Federal de Pelotas
e do Laboratdrio de Ecologia de Insetos (LEI) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Os espécimes foram coletados entre dezembro de 2013 e abril de 2014, em
oito municipios da Regido Sul, formando sete populagdes analisadas (Tabela 1). Os
espéecimes foram identificados, montados e depositados na colecao de referéncia do
LELep. Duas pernas de cada individuo foram armazenadas a -20°C para a extragao
de DNA. O DNA total de cada individuo foi extraido utilizando o DNeasy® Blood and
Tissue kit (QIAGEN) segundo as recomendacdes do fabricante.

Tabela 1 - Municipios amostrados, suas siglas utilizadas ao longo do texto e as coordenadas

geograficas dos individuos de J. evarete coletados entre dezembro de 2013 e abril de 2014 no Rio
Grande do Sul.

Pooulacio Municipio Coordenadas
pulag Geograficas
AL Alegrete 29°46'59"S 55°47'31"0
DP Dom Pedrito 30°58'58"S 54°40'23"0
PM Palmeira das 27°53'58"S 53°18'49"0
Missodes
PC Pelotas 31°46'19"S 52°20'33"0
SM Santa Maria 29°41'03"S 53°48'25"0
SL f.a”ta”a do 30°53'27"S 55°31'58"0
ivramento
EL Eldorado do Sul 30°05'02"S 51°36'58"0

3.2. Amplificagao, purificacao e sequenciamento das amostras

O fragmento do gene mitocondrial COI foi amplificado utilizando o primer
forward universal LCO1490 (FOLMER et al., 1994) e o primer reverse Nancy 2191
(SIMON et al., 1994) que geram fragmentos de 700 pares de bases. Os fragmentos
foram amplificados por PCR que tiveram volume final da reacdo de 10ul, com
concentracédo de: 25 ng de DNA, 0,5 uyM de cada primer, 1 mM de dNTP, 1 mM de
MgCl2 e tampado 1x e 1,25 unidades GoTaq® Hot Start Polymerase. A variagdo de

temperatura se deu da seguinte forma: 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a
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94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento 56°C por 45 segundos, 72°C por
45 segundos. Posterior a repeticao dos ciclos, foi acrescentado 3 minutos a 72°C.
Os amplicons gerados foram purificadas utilizando o kit QIAquick® PCR
purification kit (QIAGEN) seguindo as recomendagdes do fabricante. Posteriormente,
amostras de 20ng do produto de cada PCR foram enviados a empresa Macrogen para

sequenciamento de ambas as fitas (forward e reverse) pelo método de Sanger.

3.3. Bioinformatica e analise dos dados

As sequéncias consenso das leituras forward e reverse de cada individuo foram
montadas utilizando o software Staden Package (STADEN, 1996). Posteriormente, as
sequéncias foram alinhadas de acordo com o algoritmo ClustalW utilizando o
programa MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Sequéncias in silico
pertencentes ao Barcode Index Number (BIN) BOLD:AAA5788 (clado de individuos
predominantemente da América do Sul) foram adquiridas no banco de dados do
Barcode of Life Database (http://www.boldsystems.org/) e separadas por populagdes
baseada no pais de procedéncia. Foi realizado busca por numts utilizando o método
proposto por Robe et al. (2012), e as sequéncias que apresentarem evidéncias de ser
numts n&do foram utilizadas nas analises seguintes.

Utilizando o programa DNAsp5 (LIBRADO; ROZAS, 2009), foram calculados
os indices de diversidade genética [numero de haplétipos (h), numero de sitios
polimorficos (s), diversidade nucleotidica (1) e haplotipica (Hd), nimero de diferenca
nucleotidica (k)] para cada populagdo que apresentou cinco ou mais individuos. O
teste de neutralidade D de Tajima foi calculado no programa DNAsp5 para cada
populagao que apresentou cinco sequéncias ou mais (Tajima, 1989).

A rede de haplétipos foi construida pelo método de median-joining para dados
de sequéncias mitocondriais no programa Network 4.5.1.0 (BANDELT et al., 1999),
utilizando somente as sequéncias do Rio Grande do Sul (RS) e combinando estas
sequéncias com as encontradas no banco de dados. O indice de divergéncia genética
entre populagbes (Fst) foi calculado utilizando os programas DNAspS e Arlequin
3.5.2.2. (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). O teste de Mantel foi realizado no programa
Alleles in Space para as sequéncias do RS (MILLER, 2005).



4. Resultados

Foram produzidas 36 sequéncias do fragmento COI de individuos do RS e 139
sequéncias provenientes das buscas in silico no banco de dados BOLD. As
sequéncias deste trabalho apresentam 679 sitios nucleotidicos no total, sendo 637
sitios comuns a todas as sequéncias. Das 36 sequéncias geradas, uma sequéncia
pertence a populacéo AL, trés a DP, oito a EL, sete da PC, oito da PM, sete da SL e
duas da SM. As regides com dados faltantes (missing data) foram desprezadas nas
analises de diversidade genética. Os resultados de busca por numts mostram que
todas as sequéncias de COIl geradas e as in silico ndo apresentam codon de parada.
As analises da comparagcao de mutagdes sinbnimas por sitios sinbnimos (dS) e
mutacdes nao sinbnimas por sitios ndo sindbnimos (dN) e o teste Z de neutralidade
indicam que todas as sequéncias estdo passando por selecao purificadora. Com
relagdo as sequéncia geradas, observou-se apenas uma mutagédo ndo sinbnima onde
0 amino acido normalmente foi encontrado era uma glicina (GGA) e foi substituido por
uma serina (AGA). Logo, todas as sequéncias foram utilizadas nas analises seguintes.

A Tabela 2 apresenta, para cada populagdo mais de quatro individuos, os
indices de diversidade (numero de sitios polimorficos (S), numero de haplétipos (h)
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1), numero médio de diferengas
nucleotidicas (K) e o resultado do teste de neutralidade D de Tajima). Para populagdes
com menos de 4 individuos ver apéndice A. Considerando as populagdes do RS,
destacam-se os altos valores de diversidade encontrado na populagédo SL (Hd=95,2%;
1m=0,49%) e a baixa diversidade de EL (Hd=25,0%; 1=0,04%). A diversidade
haplotipica e nucleotidica do conjunto de populag¢des do RS foi Hd=62,9% e 1m=0,25%.
Considerando as populagdes com sequéncias adquiridas in silico, destacam a alta
diversidade haplotipica e nucleotidica encontrados para o Panama, Brasil e Peru (Hd=
94,4; 93,3; 90,5%; = 0,57; 0,88; 0,62%, respectivamente); e a baixa diversidade
encontrada para as sequéncias de individuos provenientes da Jamaica (Hd=42,9%;
= 0,06%).
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Tabela 2 - indices de diversidade das populacdes com pelo menos cinco individuos de Junonia do
Rio Grande do Sul (RS) e das populagbes adquiridas in silico no banco de dados BOLD.

Populagio N S H Hd(%) (%) K Te?;;rgade

SL 7 10 6 952 0,49 3,33 -0,98 (p > 0,1)

PM 8 8 5 786 0,36 2,46 -0,97 (p > 0,1)

PC 7 4 4 714 0,17 1,14 -1,43 (p > 0,1)

EL 8 1 2 25 0,04 0,25 -1,05 (p > 0,1)

RS 36 17 12 629 0,25 1,58 -2,03 (p>0,05)

RS + Brasil* 42 23 17 727 0,36 2,17 -1,97 (p>0,05)

Brasil* 6 14 5 933 0,88 5,27 -0,87 (p>0,05)
Panama* 9 13 7 944 0,57 3,78 -1,00 (p>0,1)
Peru* 7 12 5 90,5 0,62 4,09 -0,89 (p>0,1)
Argentina* 43 30 21 87,2 0,61 3,96 1,46 (p>0,1)
Republica Dominicana* 16 12 7 84,2 0,58 3,77 017 (p>0,1)
Cuba* 5 8 3 80 0,17 4,40 1,02 (p>0,1)
Bolivia* 13 4 5 705 0,15 1,00 -0,76 (p>0,1)
Guiana Francesa* 17 13 6 654 0,65 3,76 -0,07 (p>0,1)
Jamaica* 8 1 2 429 0,06 0,42 0,33 (p>0,1)

N = nudmero de individuos, s = niumero de sitios polimoérficos, 1 = diversidade nucleotidica, K =
numero médio de diferengas nucleotidicas, h = nimero de haplétipos, Hd = diversidade haplotipica,
*=populagbes com sequéncias in silico. RS+Brasil= conjunto de sequéncias do RS e sequéncias do
Brasil adquiridas in silico.

A configuracao da rede de haplétipos do RS foi do tipo estrela, possuindo doze
haplétipos, sendo o haplétipo 1 compartilhado por vinte e dois individuos de todas as
localidades, e oito haplétipos exclusivos, espagados por poucos passos mutacionais
(Figura 2). A configuracao da rede de haplétipos encontrada com as sequéncias do
RS combinadas com as disponiveis no banco de dados apresenta 50 haplétipos
espacgados por poucos passos mutacionais (Figura 3). Sdo destacados trés haplétipos
(1; 7 e 18), que podem originar diferentes haplogrupos, sendo eles: (i) haplogrupo
composto predominantemente por individuos do RS, Argentina e Bolivia; (ii)
haplogrupo agrupando sequéncias de individuos da Guiana Francesa, Republica
Dominicana e Peru; (iii) haplogrupo com sequéncias de individuos provenientes das
ilhas caribenhas e de paises localizados no Istmo do Panama.

O indice de fixagao para as populacdes do RS apresentou, em geral, apresenta
valores baixos, indicando falta de estruturacado genética entre as populagdes, sendo
que as unicas populagbes que se diferenciaram foram EL e SL (Tabela 3).

Considerando as populagdes obtidas no banco de dados, observa-se que a populagao
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da Argentina e a do RS apresentam baixa estruturagéo genética (Fst=0,07), enquanto
que comparando o RS com as sequéncias do Brasil nota-se um alta estruturacéo
(Fst=0,257), semelhante a todas as demais populagdes (Tabela 4). O teste de Mantel
nao apresentou correlagao entre a distancia genética e a distancia geografica (r=0,082
e a probabilidade de encontrar correlagdo maior ou igual foi de P=0,008 e menor ou
igual de P=0,992).

@
9
A
i
kilometers
B

AL B DP [ PM[] PC [ sM B SL B EL W

Figura 2 — A) Rede de haploétipos construida usando o algoritmo median-joining no programa Network.
Os circulos representam diferentes haplétipos, os didmetros s&o proporcionais ao numero de individuos,
os tragos em vermelho representam o niumero de passos mutacionais. B) Mapa do Rio Grande do Sul
demostrando os pontos em que os individuos de cada populagédo foi coletado. Sendo: AL — Alegrete; DP
— Dom Pedrito; PM — Palmeira das Missdes; PC — Pelota; SM — Santa Maria; SL — Santana do Livramento;
EL — Eldorado do Sul.
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.I Cuba .I Republica dominicana D Panama - Jamaica - Costa Rica
il RS il Guiana Francesa |:| Argentina i Paraguai i Guadalupe

[ ] Brasil [J] Trindade e Tobago [ Bolivia [ ] Peru [ ] Porto Rico
[ ] EUA

Figura 3 — A) Rede de hapldtipos construida usando o algoritmo median-joining no programa
Network utilizando as sequéncias in silico e as sequéncias produzidas neste estudo. Os circulos
representam diferentes haplétipos, os didmetros sdo proporcionais ao numero de individuos,
os tragos em vermelho representam o nimero de passos mutacionais. B) Mapa da América do
Sul com a localizagao das populagdes buscadas in silico e as coletadas nesse trabalho.
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5. Discussao

Os resultados deste trabalho demonstram que os individuos de J. evarete do
RS, de forma geral, ndo apresentam estruturacdo genética, sendo sugerida a
existéncia de uma grande populacgéo, dividida nas subpopula¢des estudadas.

A baixa diversidade encontrada pode estar relacionada com: a) o efeito da
migragao nessa populagao; b) a distribuicdo dessa populagédo em comparagéo com a
da espécie; c) a historia de vida dessa espécie. O fluxo génico tem potencial de
homogeneizar popula¢des (FREEMANN, 2009), sabe-se que essa espécie apresenta
comportamento migratério, tendo sido registrado o comportamento migratério durante
a coleta dos individuos de Palmeira das Missées (ISERHARD, comunicacéo pessoal).
Os resultados desse trabalho indicam que a migragao de individuos do RS pode estar
reduzindo a possibilidade de estruturagdo genética na escala geografica estudada.
Para conclusdes mais precisas relacionadas ao fluxo génico, € interessante realizar a
analise de outros marcadores moleculares.

Outra possibilidade para a baixa diversidade genética € que a populagéo do RS
estaria proxima do limite sul de sua distribuicdo geografica. Segundo a teoria “central—
marginal hypothesis” populagdes proximas do limite de sua distribuicdo apresentam
menor diversidade genética e maior diferenciagdo do que as populagdes localizadas
no centro da distribuicdo geografica da espécie. Considerando isso, tais populagdes
apresentam ciclos mais rapidos de extincdo e recolonizacido, podendo ser observado
efeitos de gargalo e de fundador mais frequentemente (ECKERT;, SAMIS;
LOUGHEED, 2008). Sabe-se que o género se dispersou para o continente americano
entre 2 a 4 milhdes de anos (KODANDARAMAIAH; WAHLBERG, 2007) e que a
diversificagdo dos dois grandes clados (clado predominantemente de individuos da
América do Norte e clado de individuos da América do Sul) ocorreu ha
aproximadamente 2 milhées de anos, no Pleistoceno inferior (PFEILER; JOHNSON;
MARKOW, 2012). O Pleistoceno no hemisfério sul foi caracterizado pela alternancia
entre clima seco e umido (HAFFER, 1997). E provavel que tenham ocorrido muitos
eventos que causaram o efeito de gargalo durante o periodo de diversificagdo desse
grupo. Considerando essa informagéo, € esperado que as populag¢des do RS, Uruguai

e sul da Argentina apresentem resultados semelhantes.



26

A unica populacdo ao sul do RS estudada foi a populagdo da Argentina.
Contudo, essa populagao apresenta diversidade nucleotidica e haplotipica maiores do
que a populacdo do RS. Isso pode ocorrer devido a uma amostragem menos
homogénea em maior area geografica [Figura 3, B; Buenos Aires (n=26), Corrientes
(n=3;), Formosa (n=5), Entre Rios (n=4), Misiones (n=5)]. Além disso, os resultados
indicam baixa estruturagdo genética entre RS e Argentina, mostrando essas
localidades sejam, possivelmente, subpopulagbes. A comparagao entre RS e Brasil
nao mostram o mesmo resultado, ressaltando que as os individuos do Brasil estao
geograficamente mais distantes do que os da argentina), com uma lacuna de
amostragem nas regides da Amazodnia, Caatinga e Cerrado (Figura 3B). Inclusive a
inclusdo de amostragem nessas regides pode aumentar o numero de haplétipos
intermediarios visto na rede de haplétipos.

Contudo, é importante enfatizar que, o que € considerado como populagao da
Argentina é morfologicamente identificado como J. genoveva e J. wahlbergi (apéndice
B) e a do Brasil identificado como J. evarete e J. genoveva. Este resultado reforga a
necessidade de uma revisdo morfolégica de adultos e estados imaturos em ampla
escala geografica. Também deve-se levar em conta aspectos comportamentais e de
histéria natural que passam alterar a morfologia devido a alteragdes metabdlicas,

como o habito alimentar de Junonia.



6. Consideragoes finais

Ao término desse estudo, pode-se concluir que:

e Ha apenas uma populagao de J evarete no RS.

e A populagéo de J. everete do RS apresenta baixa diversidade nucleotidica
e haplotipica.

e A populagado da Argentina € a que mais se assemelha com a populagao do
RS.

e Ha necessidade de aumentar a amostragem ao norte da América do Sul

e Mais marcadores moleculares devem ser analisados
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APENDICES



Apéndice A - indices de diversidade genética

Tabela 1A - Indices de diversidade haplotipica e nucleotidica das populagdes com quatro ou menos
individuos de J. evarete do Rio Grande do Sul e das populagdes pertencentes a mesma unidade taxo-
némica indicada pelo BIN.

Populagao N S H Hd (%) 1 (%) K Teste D de Tajima
DP 3 1 2 66,7 0,1 0,67 nc
SM 2 0 1 0 0 nc nc
AL 1 nc 1 Nc nc n nc

Estados Unidos (EUA) 4 9 4 100 0,82 55 1,19 (p>0,1)

Costa Rica* 4 0 1 0 0 nc nc
Guadalupe* 3 2 2 66,7 0,23 1,33 nc
Porto Rico* 2 6 2 100 0,92 6 nc
Paraguai* 1 nc 1 Nc nc nc nc
Trindade e Tobago 1 nc 1 Nc nc nc Nc

N = numero de individuos, s = nimero de sitios polimoérficos, 1T = diversidade nucleotidica, K = nimero
médio de diferen¢as nucleotidicas, h = numero de haplétipos, Hd = diversidade haplotipica, nc = ndo
calculado.



Apéndice B - Localidade das populagoes provenientes do banco de dados
Barcode of Life Database

Tabela 1B — Localidade, espécies e numero de acesso das sequéncias in silico

Pais Localidade Espécie N Ndmero de acesso GenBank
Brasil Acre J. evarete 2  EU053295; EU053296
Goias J. evarete 2  EU053295; EU053296
Para J. evarete 1 JQ430732
Sao Paulo J.genoveva 1 JQ430729
KF292238; KF292239; KF292242; KF292244;
KF292241; KF292232; KF292233; KF292234;
KF292236; KF292237; MACN-Bar-Lep-ct 00046;
MACN-Bar-Lep-ct 00049; MACN-Bar-Lep-ct
00050; MACN-Bar-Lep-ct 00051; MACN-Bar-
Buenos Ai- Lep-ct 00053; MACN-Bar-Lep-ct 03063;MACN-
Argentina res J.genoveva 17 Bar-Lep-ct 03070
KF292245; KF292246; KF292247; KF292248;
KF292249; KF292250; KF292251; KF292252;
J.wahlbergi 9  KF292253
MACN-Bar-Lep-ct 03681; MACN-Bar-Lep-ct
Corrientes J.genoveva 3  03712; MACN-Bar-Lep-ct 03742
MACN-Bar-Lep-ct 01605; MACN-Bar-Lep-ct
01722; MACN-Bar-Lep-ct 01839; MACN-Bar-
Entre Rios J.genoveva 4  Lep-ct 01842
MACN-Bar-Lep-ct 02616; MACN-Bar-Lep-ct
02771; MACN-Bar-Lep-ct 03868; MACN-Bar-
Formosa J.genoveva 5  Lep-ct 03880; MACN-Bar-Lep-ct 03884
MACN-Bar-Lep-ct 03868; MACN-Bar-Lep-ct
Misiones J.genoveva 5  03880; MACN-Bar-Lep-ct 03884
Bolivia La Paz Junonia sp. 1 MACN-Bar-Lep-ct 03257
KM287948; KM287949; KM287950; KM287951;
KM287952; KM287953; KM287954; KM287955;
? J. evarete 9 KM287956
J.genoveva 3  KM287945; KM287946; KM287947
INBO003434656; INB0004104238;
Costa Rica Putarenas Junonia sp. 3  INB0004104307
San Jose J.genoveva 1 KM287926
KM288249; KM288252; KM288253; KM288255;
Cuba ? J. evarete 5 KM288256
Republuca KM288260; KM288261; KM288262; KM288263;
Dominicana ? J. evarete 6 KM288265; KM288266
JQ430723; JQ430724; JQ430725; WI-JAG-1047;
WI-JAG-1048; WI-JAG-1054; WI-JAG-218; WI-
Junonia sp. 10 JAG-219; WI-JAG-220; WI-JAG-221
Guiana Fran-
cesa ? J.divaricata 3 LCBO0013; LCB0014; LCB0015
JQ430730; LCB0001; LCB0002; LCB0004;
J. evarete 5 LCB0005
J.genoveva 1 JQ430728
Junonia sp. 1 JQ430722
LCB0018; LCB0019; LCB0020; LCB0021;
J.wahlbergi 7  LCB0023; LCB0025; LCB0026
Gualalupe ? J. evarete 1 EU053297
J.genoveva 2 JQ430726; JQ430727
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Continuagéo
Pais Localidade Espécie Numero de acesso GenBank
KM28791; KM287913; KM287914; KM287915;
Jamaica ? J. evarete KM287917; KM287918; KM287919; KM287920
Panama Colon Junonia sp. PRH_G _078; PRH_G_102
Panama Junonia sp. PRH_R_075; PRH_R_080
YB-BCI55855; YB-BCI55881; YB-BCI55882; YB-
J. evarete BCI55896; YB-BCI63579
Paraguai ? J. evarete KM288268
KM288269; KM288270; KM288271;
KM288272;KM288273; KM288274; KM288269;
KM288270; KM288271; KM288272; KM288273;
Peru Cuzco J. vestina KM288274
préximo a
Laguna Hu-
acracocha J. vestina JQ430721
Porto Rico ? Junonia sp. WI-JAG-1052; WI-JAG-228
Trindade e
Tobabo ? Junonia sp. DMTRN-0067
Estados Uni-
dos Florida J. evarete KM288088; KM283090

J. genoveva

KM288218; KM288246




