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1. INTRODUCAO

A Ordem Lepidoptera (Insecta) possui aproximadamente 146.000 espécies
descritas, 13% correspondendo a borboletas (HEPPNER, 1991). No Brasil estédo
catalogadas 3.280 espécies de borboletas (DUARTE et al., 2012), distribuidas em
seis familias: Hesperiidae, Papilionidae, Pieridae, Lycaenidae, Riodinidae e
Nymphalidae (WAHLBERG et al.,, 2009). Dentro desta ultima inclui-se o género
Junonia, que compreende aproximadamente 30 espécies, sendo conhecidas
como borboletas “buckeye”. Nas Américas sdo conhecidas nove espécies, sendo
varias delas cripticas, e diversas subespécies. O numero total de espécies e suas
relacbes ecolégicas no género ainda é motivo de discussdo (TURNER &
PARNELL, 1985), e uma das razdes € que elas possuem grande variacao
geografica e polifenismo sazonal. A diferenciagcdo morfologica € insuficiente para
o reconhecimento das espécies, geralmente baseando-se em caracteristicas
como coloragcdo, comportamento e uso de plantas hospedeiras.

Desde 2003, a técnica de DNA Barcode tem sido utilizada para delimitar
espécies ja reconhecidas e identificar novas espécies (HEBERT et al., 2003;
2004). Utilizando-se esta técnica, verificou-se que a identificagdo taxonémica das
espécies de Junonia € bastante imprecisa (PFEILER et al., 2012a; 2012b;
BOCHERS & MARCUS, 2014; GEMMELL et al. 2014). O objetivo desse trabalho
foi comparar as sequéncias de Junonia coletadas no Rio Grande do Sul com as
sequéncias disponiveis de espécimes brasileiros, a fim de observar a diversidade
genética encontrada.

2. METODOLOGIA

Os espécimes de Junonia foram coletados com redes entomoldgicas na
regido do Morro Sado Pedro em Porto Alegre (51°07'89"0O 30°10'6"S). Apoés a
coleta, os individuos foram mortos por compreensao toracica, armazenados em
envelopes entomolégicos e encaminhados para o Laboratorio de Diversidade
Genética e Evolucdo, no Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética da
UFPel. Para extracdo de DNA dos espécimes, foram utilizadas duas pernas de
cada individuo utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). As reacdes de
PCR foram feitas com volume final de 25uL e temperatura de anelamento de
48°C. Os primers utilizados foram os primers universais LCO1490 e HC02198
(HEBERT et al., 2003). A reacéo foi purificada com o kit Illustra GFX Purification
(GE Healthcare) e enviadas para sequenciamento na empresa Macrogen . A
qualidade dos cromatogramas do sequenciamento foi verificada com o programa
FinchTV v1.4.0 (Geopiza, Inc.). As sequéncias consenso foram montadas com
auxilio do pacote de programas Stadem Package (STADEM, 1996), e o
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alinhamento das sequéncias com a ferramenta ClustalW (HIGGIS et al., 1994)
contida no programa MEGA6 (TAMURA et al., 2013). As estimativas de
diversidade genética foram calculadas no programa DnaSP5.19 (LIBRADO e
ROZAS, 2009). A rede de haplotipos foi construida usando o algoritmo median-
joining no programa Network (BANDELT et al., 1999). As sequéncias de Junonia
brasileiras utilizadas para comparacdo (Tabela 1) foram acessadas no site
Systematics and Evolution of Nymphalidae (www.nymphalidae.net).

TABELA 1. Sequéncias encontradas no
banco de dados online e utilizados para

comparagao, associadas a
identificacdo taxondmica.
Espécie Voucher Localidade
Junonia evarete NW12620  Acre
Junonia evarete NW12930 Acre
Junonia evarete NW362 Goids
Junonia evarete NW8415 Goias
Junonia evarete NW1513 Para
Junonia genoveva NW1552 Sdo Paulo

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisadas duas sequéncias de Junonia sp.
provenientes de Porto Alegre. O tamanho total das sequéncias foi de 672pb
apresentando apenas 01 sitio polimorfico entre elas. Em relacdo a diversidade
genética, foram analisadas as oito sequéncias, as obtidas neste trabalho
juntamente com as seis obtidas no banco de dados online. O numero total de
nucleotideos analisados foi de 633pb, aumentando o numero de sitios
polimorficos para 14pb. Das oito sequéncias analisadas, sete representam
diferentes haplotipos, sendo as sequéncias de J. evarete coletadas no Acre
representantes de um mesmo haplétipo. Desta forma, a diversidade haplotipica
resultou em Hd:0,964. A diversidade nucleotidica entre as sequéncias foi de Tr:
0,007.

A anadlise de rede de haplétipos (Figura 1) mostrou que as sequéncias
estdo relacionadas por poucos passos mutacionais, com excec¢do das amostras
do Goias, que apresentaram cinco passos mutacionais Unicos. Com relagdo ao
anico individuo de J. genoveva aqui representado, se mostrou muito similar as
sequencias de J. evarete, potencialmente representando um equivoco de
identificacdo. Em relacdo as sequencias do presente trabalho, elas se mostraram
muito mais préximas as de distribuicdo no Acre, com apenas um ou dois passos
mutacionais.


http://www.nymphalidae.net/
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Figura 1. Rede de haplotipos das sequéncias analisadas neste trabalho. Cada
circulo representa um haplétipo. O tamanho do circulo representa a frequéncia do
haplétipo. As cores representam as localidades, sendo: amarelo — Acre; verde —
Para; rosa — Sdo Paulo; laranja — Goias; vermelho — as sequéncias representando
0 Rio Grande do Sul. Os numeros representam os sitios nucleotidicos onde
ocorreram mutacdes, diferenciando os haplotipos.

4. CONCLUSOES

A técnica de rede de haplotipos se mostrou informativa para comparagao
entre diferentes espécies, mostrando que J. genoveva tem alta similaridade de
sequencias com J. evarete. Além disso, foi possivel verificar que as amostras do
sul do Brasil sdo bastante proximas das amostras do Norte do Brasil (Acre),
indicando que talvez exista uma grande miscigenacéo entre as populagoes.
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