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“Se a principio a idéia ndo ¢ absurda, entdo ndo ha esperanca para ela”.

Albert Einsten.
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RESUMO

VAN DE KOKEN, Antonia Figueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2010. Evolu¢do molecular em Odonata: comportamento de pouso em Zygoptera
e tempo de divergéncia em Libellulidae (Epiprocta). Orientadora: Karla Suemy Cle-
mente Yotoko. Co-orientadores: Daniela Chaves Resende e Jorge Abdala Dergam dos
Santos.

A ordem Odonata ¢ atualmente subdividida em duas subordens, Zygoptera e
Epiprocta. Estes insetos apresentam alta variabilidade morfoldgica e comportamental,
que foram relativamente pouco estudadas em termos evolutivos. Neste trabalho, foram
utilizadas hipoteses filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA mitocondrial para
testar hipdteses relacionadas ao comportamento de pouso (com as asas abertas ou fe-
chadas) em Zygoptera (capitulo 1), e para estudar a subdivisdo taxondmica da familia
Libellulidae (Epiprocta) — capitulo 2. A posi¢do das asas durante o pouso ¢ um carater
filogeneticamente restrito, que deve estar associado tanto ao comportamento de forra-
geio, mais especificamente a velocidade de respostas do animal, quanto a habilidade de
se manter criptico aos predadores: se uma espécie for suficientemente rapida pode ser
conspicua (pousar de asas abertas), e se for criptica (pousar de asas fechadas), pode ser
lenta. No capitulo 2, testou-se a subdivisao de Libellulidaec em subfamilias. Esta subdi-
visdao nao tinha sido recuperada por outros trabalhos envolvendo a filogenia molecular
da familia, o que poderia ser atribuido a amostragem insuficiente de espécies, uma vez
que estavam ausentes géneros e subfamilias da América do Sul. A inclusdo de mais
espécies ndo resolveu a subdivisdo. Porém, conclui-se que Libellulidae ¢ uma familia
muito antiga, que sobreviveu a grande extingdo em massa KT (final do Cretaceo e inicio
do Terciario) e apresenta trés momentos de expansao do numero de espécies: o primeiro
devido a expansdo das angiospermas, que se iniciou ha 100 milhdes de anos atras
(MAA); o segundo hd 65 MAA, logo apds a grande extingdo KT; e o terceiro ha 34
MAA, durante um resfriamento da Terra que substituiu florestas imidas por gramados,
permitindo a expansao de espécies que ocorrem em areas abertas. Estes sao os primeiros
resultados de uma série de estudos envolvendo membros da ordem Odonata, que se des-
tinam a compreender, através de testes de hipodteses, a evolugdo de diferentes compor-

tamentos e caracteres morfoldgicos.
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ABSTRACT

VAN DE KOKEN, Antonia Figueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2010. Molecular evolution in Odonata: behavior of landing in Zygoptera and time
of divergence in Libellulidae (Epiprocta). Adviser: Karla Suemy Clemente Yotoko.
Co-advisers: Daniela Chaves Resende and Jorge Abdala Dergam dos Santos.

The order Odonata is currently divided into two suborders, Zygoptera and Epi-
procta. These insects present considerable morphological and behavioral variability,
which were relatively poorly studied in evolutionary terms. In this study, we used phy-
logenetic hypotheses based on mitochondrial DNA sequences to test hypotheses related
to the behavior of landing (with the wings open or closed) in Zygoptera (Chapter 1), and
check the taxonomic subdivision of the family Libellulidae (Epiprocta) - Chapter 2. The
results of Chapter 1 suggest that the landing wing position is a phylogenetically re-
stricted character, which should be associated with either the foraging behavior (specifi-
cally the speed of responses of the animal) and their ability to remain cryptic to preda-
tors. If one species is fast enough, it can be conspicuous (land with open wings), and if
it is cryptic (land with wings closed), it can be slow. In Chapter 2 we tested the subdivi-
sion of Libellulidae within subfamilies, which was not found in other molecular phylo-
genetics studies. This lack of resolution could be attributed to insufficient sampling spe-
cies since genera and subfamilies of South America were absent. However, the inclu-
sion of more species did not solve the subdivision. We found, using molecular clock
techniques that Libellulidae is an old family, which survived to the great mass extinc-
tion KT (late Cretaceous and early Tertiary, 65 Mya). In addition, it suffered three ex-
pansions of the number of species: the first due to expansion of angiosperms (which
began 100 Mya), the second after the great KT extinction; and the third during a cooling
of the Earth that replaced rainforests by lawns, allowing the expansion of species found
in open areas was 34 Mya. These chapters represent the beginning of a series of studies
involving the order Odonata, which have the objective of understand, through hypothe-

sis tests, the evolution of different behaviors and morphological characters.

xiii



INTRODUCAO GERAL

Aspectos Gerais da Ordem Odonata

Os representantes da ordem Odonata sdo insetos predadores cujas larvas vivem
em ambientes aquaticos e apresentam alta diversidade em dominios tropicais. As larvas
sao predadores generalistas aquaticos (algumas semi-aquaticas), enquanto os adultos sao
predadores generalistas aéreos (Corbet 1999). Estao entre os insetos alados com caracte-
risticas mais semelhantes aos estados mais primitivos (Bybee et al. 2008), incluidos no

grupo Paleoptera (Odonata e Ephemeroptera).

Uma das caracteristicas mais estudadas do grupo ¢ a diversidade de sistemas de
acasalamento, os quais provavelmente surgiram em decorréncia da forte competi¢ao
espermatica em algumas espécies (Waage 1979, Corbet 1999). A defesa de territério
pode ser pré ou pds-copula. No primeiro tipo, os machos defendem o territorio até a
conquista de uma fémea e o acasalamento ¢ finalizado com a cépula (Figura 1). No se-
gundo tipo pode haver a guarda da fémea pelo macho, tanto por contato fisico (guarda
por contato), quanto apenas visualmente, onde o macho monitora a fémea (Alcock

1982), garantindo que seu esperma nao seja removido por outro macho até a oviposicao

a) 3 b) C) d)
1 7
@

Figura 1: Acasalamento de Heteragrion consors, mostrando uma sequéncia de comportamentos: a) tan-
dem pré-copulatorio, b) convite a copula, ¢) toque genital, d) copula. Retirado de Loiola (2005).

pela fémea.



A genitalia masculina ¢ o principal 6rgdo da competicdo espermatica (Fincke
1997, Artiss 2001) e estima-se que tenha evoluido rapidamente, gerando a grande varia-
bilidade observada em resposta a forte competicdo espermatica (Miller 1995, Artiss
2001), provavelmente guiada por selegdo sexual (Cordero et al. 1995, Sawada 1998,
Artiss 2001). A selecdo sexual pos-copulatdria ¢ mais intensa quando fémeas copulam
multiplas vezes e com diversos machos, estocando esperma e adiando a fertilizagdo (Si-

va-Jothy & Hooper 1996; Cordoba-Aguilar 2005).

A ordem Odonata ¢ dividida em duas subordens, Zygoptera e Epiprocta (Ani-
soptera + Epiophlebiidae) (Corbet 1999, Bybee et al. 2008), com aproximadamente
5.680 espécies de 643 géneros distribuidos em 34 familias (Schorr ef al. 2007), sendo
2.739 espécies em 19 familias de Zygoptera e 2.941 espécies em 15 familias de Epi-

procta.

Estima-se que ainda haja cerca de 1000 a 1500 espécies ndo descritas em Odo-
nata (Kalkman et al. 2008). De acordo com estes autores, as regides Oriental, Australi-
ana e principalmente a Neotropical sdo as regides nas quais a ordem apresenta a maior
diversidade e provavelmente possuem a maior quantidade de espécies ainda nao descri-

tas (Figura 2).

As anisoOpteras (subordem Epiprocta) sdo normalmente grandes e robustas, com
cabecas globulares e com diferentes formatos das asas posteriores e anteriores, enquanto
as zigopteras sdo tipicamente pequenas, olhos alongados transversalmente, asas posteri-
ores e anteriores similares e voos lentos (Corbet 1999). A maioria das zigopteras pousa

com as asas fechadas, e quase todas as anisopteras pousam com as asas abertas (Figura

3).
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Figura 2: Diversidade de Odonata por regido biogeografica. Os niimeros representam nimero de espécies
/ namero de géneros. PA — Paleartico; NA — Neartico; NT — Neotropical; AT — Afrotropical; OL — Orien-
tal; AU — Australasiano; PAC — Ilhas do Oceano Pacifico; ANT — Antartica. Retirado de Kalkman et al.
(2008).

Figura 3: A anisoOptera Perithemis sp. € a zigbptera Hetaerina sp. Fotos: Luiz Gustavo Souto Soares.

Todas as espécies de Zygoptera (com exce¢do em Pseudostigmatidae) sao pou-

sadoras, ou perchers (que permanecem a maior parte do tempo em um poleiro), enquan-



to algumas espécies de Epiprocta sdo voadoras, ou fliers (em constante atividade de
v60), com excecdes em alguns membros de Gomphidae e de Libellulidae. Existe ainda
uma terceira classificagdo, porém utilizada para um grupo restrito, membros de Tramei-
nae (como Pantala e Tramea), denominado gliders (planadoras), que inclui espécies
com um grande desenvolvimento do campo anal da asa posterior. Em geral s3o espécies
migratdrias, que possuem a capacidade de planar utilizando correntes de ventos, o que

permite que voem por longas distancias com gasto minimo de energia (Corbet 1999).

Os adultos de Odonata se alimentam de presas vivas, que podem ser capturadas
no ar (midair) ou em substratos (gleaning) (Corbet 1999). O modo midair ¢ subdividido
em dois: midair-flier (MF) e o midair-percher (MPe). MF ¢ mais diverso e variavel do
que MPe, e geralmente o forrageio ocorre durante a patrulha de adultos, frequentemente
em torno de copas de arvores e em alturas diferentes, onde o individuo muitas vezes
utiliza correntes de ar para planar. O v6o do modo MPe consiste em uma decolagem
repentina, em dire¢do a presa, e, apos a captura da presa, o individuo retorna ao poleiro
de origem. Fliers e perchers forrageiam pelo modo MF, e somente perchers forrageiam
pelo modo MPe (Corbet 1999). Em outra classificagao, Paulson (2004) denominou es-
pécies que forrageiam no modo MPe como salliers e as que forrageiam no subtrato co-

mo gleaners.

Hipoteses e sugestdes sobre a evolugdo de Odonata podem ser mais bem resol-
vidas por inferéncias filogenéticas em conjunto com andlises comparativas. As relagdes
filogenéticas entre as familias de Odonata, e consequentemente de suas subordens, ain-
da ndo estdo esclarecidas. A maioria dos estudos nesse ambito foi baseada em caracteres
morfoldgicos (Fraser 1957, Carle 1982, Pfau 1991, Trueman 1996), mas existe um cres-
cente aumento de estudos moleculares (Saux et al. 2003, Hasegawa & Kasuya 2006,

Pilgrim & Von Dohlen 2008, Ware et al. 2007, Fleck et al. 2008a).



Objetivos

O presente trabalho visa explorar duas questdes dentro de Odonata: a primeira
aborda a subordem Zygoptera, verificando por meio de analises comparativas se ha si-
nal filogenético para os caracteres de comportamento de voo e captura de presas. A se-
gunda discussdo aborda a familia Libellulidae (Epiprocta) e suas divisdes em subfami-
lias, assim como inferéncias feitas a partir do relogio molecular a respeito dos tempos

de divergéncia entre as espécies.

Métodos Filogenéticos

Atualmente ndo existe um consenso quanto a defini¢do de qual seja o melhor
método de inferéncia filogenética. Os métodos mais utilizados sdo: Neighbor-Joining
(NJ) (Saitou & Nei 1987); Mdxima Parcimonia (MP); Maxima Verossimilhan¢a (MV)
(Cavalli-Sforza & Edwards 1967, Felsenstein 1981); e Inferéncia Bayesiana (IB) (Yang

& Ranalla 1997). Todos estes métodos apresentam vantagens e desvantagens.

O NJ é um método baseado em distancias entre as sequéncias. Sua principal van-
tagem ¢ a rdpida obten¢do da arvore, bem como das arvores das pseudo-replicagdes, o
que permite a obtencdo rapida do bootstrap (Efron et al. 1996). A principal objecdo a
este método ¢ o fato de gerar apenas uma arvore, baseada nas distancias entre as OTUs

(Unidades Taxonomicas Operacionais, ou seja, as sequéncias em estudo).

Por outro lado, os métodos de MP e MV sdo métodos de busca da melhor arvore
segundo dois critérios diferentes. A MP se baseia na idéia de que a evolugao deve ter
acontecido da forma mais simples possivel, ou seja, na idéia de que a natureza ¢ parci-
moniosa, € de que hipoteses ad hoc devem ser evitadas, sempre que possivel. No caso

de estudos com caracteres moleculares, ¢ necessario testar todas as topologias na busca



daquela que apresente 0 menor nimero de substitui¢des nucleotidicas possivel. A MV se
baseia em um modelo que descreve os dados, ou seja, que indica quais as probabilida-
des de mudanga de um determinado nucleotideo para outro em diferentes regides das
sequéncias em estudo. A partir deste modelo, o método busca pela topologia que mais

se ajuste ao modelo e ao alinhamento proposto.

A depender do nimero de OTUs, tanto MP quanto MV podem ser muito lentos,
0 que se torna um problema ainda maior dada a necessidade de testar a confiabilidade
dos nos internos da arvore a partir do teste de bootstrap, que requer pelo menos 100
replicagdes (a busca da melhor arvore ¢ lenta, e a busca por uma pseudoreplicacdo de
bootstrap € tao lenta quanto a busca da melhor arvore. Portanto, ¢ necessario multiplicar
o tempo de busca de uma tnica arvore pelo nimero de replicagdes de bootstrap). A MP
oferece ainda a desvantagem de ndo fornecer boas estimativas de tamanhos de ramos,

muito importantes na interpretagdo dos dados.

A IB também pode requerer um tempo grande para estimar a hipotese filogené-
tica. No entanto, tem a vantagem de buscar, dentro do universo de topologias, tamanhos
de ramos e parametros possiveis, aqueles que apresentem a melhor probabilidade poste-

rior de explicar os dados (o alinhamento das sequéncias).

As arvores obtidas no presente trabalho foram inferidas pela /B. Este método o-
ferece um procedimento estatistico para o calculo de uma probabilidade posterior, que é

dada pela seguinte equacao:

ProbH Prob(D|H)

Prob(H|D) = 5robD

(1)



Onde:

1l

Com isso,

1il.

1v.

V1.

H ¢ o modelo, que inclui a topologia da arvore, tamanhos de ramos, esti-
mativas retiradas da andlise das sequéncias, como proporc¢ao de cada uma
das quatro bases; bem como pardmetros de substitui¢do de nucleotideos
como taxas de transi¢do/transversdo, propor¢ao de sitios invariaveis,
probabilidades de mudanca de cada uma das bases para qualquer outra e
dados sobre a heterogeneidade da sequéncia, medido pelo parametro
gamma;

D sdo os dados em andlise, no caso da /B, o alinhamento das sequéncias.

Prob(H|D) ¢ a probabilidade posterior de um determinado modelo dado
um determinado conjunto de dados;

ProbH ¢ a probabilidade a priori de um determinado modelo (que pode
ser chamado de modelo 1);

Prob(D|H) é a verossimilhanc¢a dos dados considerando o modelo 1; e
ProbD ¢é a soma das verossimilhangas dos dados sob todos os modelos

possiveis (1, 2, 3, ..., n).

Vista assim, a estimativa pode parecer muito complexa, uma vez que € necessa-

rio saber a probabilidade a priori de cada modelo. Considerando que o nimero de mo-

delos possiveis tende a infinito, uma vez que pequenas variagdes em cada parametro

modificam o modelo, ¢ virtualmente impossivel determinar a probabilidade a priori de

cada um. Com isso, podemos considerar que todos os modelos possiveis sao igualmente

provaveis, criando uma distribui¢ao flat ou plana, de modelos a priori.

Outra dificuldade que pode surgir nesta analise ¢ a determinacdo do denomina-

dor desta equagdo. Este problema ¢ facilmente resolvido com o uso de uma Cadeia de
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Markov avaliada pelo algoritmo de Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo, também
conhecido como MCMC), um método de busca passo a passo, que tem como principio

geral o fato de que o passo 2 s6 depende do passo 1.

Para a andlise bayesiana, podemos considerar que o modelo 1 ¢ o passo 1. Este
modelo deve ter todos os pardmetros definidos no item i acima. Na pratica, o modelo 1
¢ um modelo qualquer, de uma topologia qualquer com quaisquer tamanhos de ramos.
Para passar do passo 1 para o 2, ¢ necessario modificar o modelo. Esta modificacdo ¢é
feita em apenas um dos parametros do modelo, e ¢ uma modificacdo muito pequena.

Com isso, podemos representar os dois modelos consecutivos da seguinte maneira:

ProbM1 Prob(D|M1)

Prob(M1|D) = 5D

(2)

ProbM?2 Prob(D|M2)
ProbD

Prob(M2|D) = (3)

Para comparar os dois modelos, € necessario apenas saber a razao entre a proba-

bilidade posterior do modelo 2 ¢ o modelo 1:

ProbM1 Prob(D|M2)

Prob(M2|D) _ 5robD »
Prob(M1|D) ProbM2Prob(D|M1)
ProbD

Como as probabilidades a priori dos modelos 1 e 2 s3o idénticas, bem como a

ProbD, entdo ¢é possivel eliminar estes termos do lado direito da equagdo, restando:

Prob(M2|D) _ Prob(D|M2)
Prob(M1|D)  Prob(D|M1)

(3)



Ou seja, a razdo da probabilidade posterior do modelo 2 sobre o modelo 1 ¢ i-
gual a razdo de verossimilhanga entre os dois modelos. Com isso, basta calcular a ve-

rossimilhanca de cada um deles, de modo que:

_ Prob(D|M2)

~ Prob(D|M1) (6)

Se R>1, entdo o modelo 2 passa a ser o modelo de referéncia, ou seja, vai ter um
de seus parametros modificado para gerar o modelo 3, que serd comparado da mesma

maneira.

Se R<I, entdo ¢ necessario levar em conta o valor de R. Com isso, o modelo 1
passara a ser o modelo de referéncia com probabilidade R. Ou seja, quanto maior o va-
lor de R, mais provavel ¢ a aceitacdo do modelo 2. Para aceitar ou rejeitar o modelo 2, ¢
gerado um nimero aleatorio entre 0 e 1. Se o numero gerado for menor que R, o modelo
2 ¢ aceito, se for maior que R, o modelo 2 ¢ rejeitado. Caso o modelo 2 seja rejeitado, o
modelo 1 continua a ser a referéncia, e deve ter outro parametro modificado, ou ser mo-

dificado de outra maneira.

Com este procedimento, um modelo aleatério aos poucos vai sendo modificado
e a probabilidade posterior vai aumentando. A limitagdo deste algoritmo € que a anélise
pode ficar paralisada num 6timo local. A figura 4 d4 uma nog¢ao do cenario de valores
possiveis de verossimilhanga, e apresenta um exemplo grafico de 6timos locais e um de

otimo global.

Para contornar o problema de analises que ficam estagnadas em o6timos locais
que nao podem ser transpostos, utiliza-se a modificagdo de Metrdpolis, o que gera o
algoritmo Metropolis Coupled Markov Chain Monte Carlo, ou MCMCMC. Através

deste algoritmo, um conjunto de cadeias ¢ iniciado, de modo que seja possivel comparar



o ponto em que se encontra cada uma e verificar qual delas estd no ponto de melhor

verossimilhanga.
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Figura 4: Representagao de valores relativos de verossimilhanga. O eixo Y representa valores crescentes
de Verossimilhanca. Dois 6timos locais (picos a direita e a esquerda) e um 6timo global (pico maior ao
centro).

Sdo em geral utilizados dois conjuntos, cada um com 4 cadeias. Destas quatro
cadeias, trés sdo consideradas cadeias quentes e uma ¢ considerada cadeia fria. A dife-
renga entre estas cadeias ¢ a quantidade de modificagdes feitas por “passo” da cadeia de
Markov. Nas cadeias quentes, os “passos” sdo mais largos, o que significa que os para-
metros mudam mais de um passo para o outro do que na cadeia fria, na qual os passos
sdo bem pequenos (uma pequena mudanca em apenas um parametro). O algoritmo fun-
ciona de modo que a cadeia que esteja na posi¢ao mais alta do cendrio ¢ a cadeia fria, as
demais sdo cadeias quentes. Com isso, ¢ possivel testar varios parametros, topologias e
tamanhos de ramos distintos. O status “cadeia fria” se alterna ao longo da corrida, de
modo que se uma cadeia quente atingir um local mais alto passa a ser a cadeia fria. Co-
mo sdo utilizados dois conjuntos de 4 cadeias, cada um com 3 cadeias quentes e 1 fria, a
convergéncia das corridas ¢ testada pela convergéncia das cadeias frias. Depois que
ambas atingirem o mesmo pico, considera-se que a analise encontrou um potencial oti-
mo global. A partir dai as cadeias correm por mais alguns milhares ou milhdes de pas-

sos e a analise pode ser terminada.
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Terminada a analise, os Ultimos passos das cadeias frias sdo utilizados para a
constru¢do de uma arvore consenso. Cabe lembrar que cada passo corresponde a uma
arvore, com sua topologia, tamanhos de ramos e pardmetros do modelo de substituicdo.
Os ultimos passos da andlise correspondem ao conjunto de melhores hipdteses para ex-

plicar os dados, ou ao conjunto de melhores hipdteses filogenéticas.

Esta mesma analise ¢ feita pelo menos cinco vezes. Se em todas as cinco vezes o
método recuperar a mesma topologia consenso, com 0s mesmos parametros, considera-

se que o método atingiu um 6timo global.

Métodos Comparativos

Os métodos comparativos filogenéticos buscam evidéncias de evolucio adapta-
tiva investigando como certas caracteristicas dos organismos, como tamanho, forma,
historia de vida e comportamento, evoluem juntas ou de forma correlacionada (Harvey
& Pagel 1991, Pagel 2004). O método comparativo € a técnica mais comumente utiliza-
da para fazer perguntas sobre padrdes de mudangas evolutivas (Harvey & Pagel 1991).
Estudos comparativos de diferentes espécies mostram a amplitude de estratégias que os
animais adotam na natureza, ¢ um método poderoso para estudar adaptacdo ¢ a compa-

racdo de grupos de espécies relacionadas (Krebs & Davies 1996, Pagel 1999).

As correlagdes entre caracteristicas encontradas em grupos de organismos con-
temporaneos podem ser o resultado de adaptacdes de fato correlacionadas ou ter razao
historica, uma vez que podem ter sido herdadas de espécies ancestrais que apresentavam

estas mesmas caracteristicas (Pagel 1999).

Alguns testes foram desenvolvidos para verificar as correlagdes entre caracteres
discretos de modo a desconsiderar o fator histérico (Ridley 1983, Maddison 1990). Para

tanto, ¢ necessario inferir a filogenia dos organismos em estudo e depois inferir os esta-
11



dos ancestrais dos nos internos destas filogenias. A figura 5 mostra um exemplo de ar-
vore filogenética na qual foram mapeados os estados atuais de dois caracteres binarios,

e inferidos os estados ancestrais de cada carater em cada né interno.

A1) B(10y €00 D(1.0) E(DO) Fioo &1 H 0.1

Figura 5: Arvore hipotética, na qual foram mapeados os estados atuais de dois caracteres, x e y (represen-
tados por seus estados 0 ou 1 nos nés A a H) e inferidos os estados ancestrais destes mesmos caracteres,
que foram mapeados nos nos ancestrais (I a O).

Pagel (1994) prop6s uma nova abordagem para detectar evolugdo correlacionada
de caracteres discretos, livre da dependéncia de estados inferidos nos nos internos. Nes-
te modelo, todas as transi¢des possiveis entre estados de caracteres sao estudadas, me-

dindo sua probabilidade de ocorréncia e utilizando a informagado de tamanhos de ramos.

Essa abordagem utiliza o modelo Markov tempo-continuo, que, de maneira se-
melhante aos modelos de substituicdo nucleotidica (Jukes & Cantor 1969, Kimura
1980), define taxas instantidneas para estimar modificagdes de estado (transicdes) em
pares de caracteres binarios. Esse modelo calcula a probabilidade de modificagdes em

caracteres discretos de acordo com dois modelos de evolugao.

No primeiro modelo, denominado modelo independente, os caracteres x e y evo-
luem independentemente na arvore. Cada carater ¢ descrito por uma matriz 2x2 na qual

cada carater adota dois estados, 0 ou 1. Isso cria dois pardmetros por carater (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros a serem estimados pelo modelo independente, onde os caracteres x e y se modifi-
cam entre os dois estados possiveis de maneira independente. A tabela pode representar o carater x ou y.

Estado 0 1
0 - q01
1 ql0 -

No segundo modelo, denominado modelo dependente, os caracteres evoluem de
forma correlacionada, de forma que a taxa de modificagdo de um carater depende do
estado do outro carater. O modelo dependente adota quatro estados, um para cada com-
binacao dos dois caracteres binarios (0,0; 0,1; 1,0; 1,1). Estes estados sdo representados
na tabela 2 e as taxas de transi¢ao descrevem todas as modificagdes possiveis em um
carater mantendo o outro constante. O modelo ndo leva em conta transi¢des duplas (si-
multaneas em ambos 0s caracteres), uma vez que as transi¢des sao instantaneas e a pro-
babilidade de que os dois parametros se modifiquem exatamente a0 mesmo tempo ¢
desprezivel. A figura 6 mostra as transi¢des possiveis nos modelos dependente e inde-

pendente.

Tabela 2: ParAmetros a serem estimados pelo modelo dependente, onde os caracteres x € y se modificam
entre os dois estados possiveis de maneira dependente. Na determinagdo dos estados, o nimero a direita
se refere ao carater x e o nimero a esquerda se refere ao carater y.

Estado 0,0 0,1 1,0 1,1
0,0 - ql2 ql3 -
0,1 q21 - - q24
1,0 q31 - - q34
1,1 - q42 q43 -
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Transigoes independentes TransigOes dependentes

Figura 6: Transi¢des entre estados de caracteres no modelo A) independente e B) dependente. Modifica-
do de Pagel (2004).

Para determinar se um modelo explica os dados encontrados de maneira signifi-
cativamente melhor do que o outro, podem ser utilizados varios testes estatisticos, dos
quais dois serdo destacados por serem os mais amplamente utilizados. O Likelihood
Ratio test (LR) ¢ frequentemente utilizado para comparar duas verossimilhangas deriva-
das de modelos aninhados (nested models, ou seja, um dos modelos pode ser considera-

do um caso especial do outro). O LR pode ser calculado como:
LR=2 [logLikelihood(melhor modelo) — loglikelihood(pior modelo)]

O LR apresenta a distribui¢do de x* e o nimero de graus de liberdade ¢é calculado
pela diferenca entre o numero de parametros entre os modelos. No caso dos dois mode-
los em questao, o teste deve ser realizado considerando quatro graus de liberdade (g.l.=

n=8-4=4).

Quando os modelos nao sao aninhados, ndo € necessario utilizar a distribuicao

2 , a1 .. ., .
de x” e o LR ¢ utilizado para comparar as verossimilhancas de hipoteses alternativas. Se
LRZ| 2 | (uma diferenga maior ou igual a 2 em modulo), a diferenca € considerada sig-

nificativa (a hipotese com maior verossimilhanga ¢ significativamente melhor).

O problema do LR ¢ presumir que a verossimilhanga ¢ ou estd muito proxima de

seu valor maximo.
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Quando cadeias de Markov (MCMC) sao utilizadas, é recomendavel testar a
significancia das diferengas pelo Bayes Factor (BF). A légica ¢ similar a do LR, porém
as verossimilhancas marginais dos dois modelos sdo comparadas, ao invés das maximas

verossimilhangas.

A verossimilhanca marginal de um modelo ¢ a integral das verossimilhangas dos
modelos em todos os valores de pardmetros em todas as arvores possiveis'. Na pratica, a
verossimilhanga marginal ¢ dificil de estimar, porém foi demonstrado empiricamente
que se aproxima da média harmoénica das verossimilhancas quando a cadeia de Markov

¢ calculada por milhdes de geragoes (Pagel & Meade 2006a).

O programa BayesTraits (Pagel e Meade 2006b) calcula o logaritmo da média
harmonica das verossimilhangas a medida que ¢ executado, e ignora as verossimilhan-
cas encontradas durante o periodo de burnin, enquanto os resultados ainda nao conver-

giram. As médias harmdnicas (MH) sdo entdo comparadas da seguinte maneira:
2 {log[MH(melhor modelo)] — log[MH(pior modelo)]}

Qualquer valor positivo favorece o modelo dependente (com mais pardmetros),
mas convencionalmente um valor menor que 3 ndo ¢ considerado significativo; valores
entre 3-12 sdo considerados evidéncias significativas, maiores que 12 evidéncias fortes

e maiores que 150 muito fortes (Raftery 1996).

' Como as arvores filogenéticas apresentam varios s pontode incerteza, evidenciados por politomias, é
necessario levar em conta todas as possibilidades de solugdo de cada politomia. Conforme explicitado na
sessdao “Métodos Filogenéticos”, a IB gera uma arvore consenso, cujos valores dos nos internos corres-
pondem a probabilidade posterior de cada no, calculada a partir da frequéncia de aparecimento destes nos
no conjunto de melhores arvores obtidos na andlise. Para calcular a verossimilhanga marginal dos mode-
los de evolugdo de caracteres ¢ entdo considerado um conjunto de “melhores arvores”. Por uma questao
de tempo computacional requerido, neste trabalho foram consideradas as 500 melhores arvores da IB.
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Relogio Molecular

O reldgio molecular parte do principio que a taxa de substitui¢do de aminoacidos
nas sequéncias de proteinas ¢ aproximadamente constante ao longo do tempo em todas
as linhagens evolutivas (Zuckerkandl & Pauling 1965), apesar do numero real de substi-
tuigdes ser objeto de erros estocasticos (Nei & Kumar 2000). Se macromoléculas evolu-
em em taxas constantes, entdo podem ser usadas para datar tempos de especiagao e ou-
tros tipos de eventos evolutivos, exatamente como ¢ feita a datagdo de tempos geologi-

cos usando elementos radioativos.

O conceito de relégio molecular possui uma longa histoéria de controvérsias e a-
inda ¢ amplamente discutido. A controvérsia ¢ centrada principalmente na acuracia do
reldgio e nos mecanismos de substituicao de nucleotideos ou aminoédcidos. Uma grande
parte da controvérsia reside na teoria neutra de Kimura (1968), que prediz que a vasta
maioria das mutagdes de ponto encontradas no genoma nao afeta o valor adaptativo dos

organismos.

Se a hipotese de substitui¢des neutras for verdadeira, e se a taxa de substitui¢des
neutras em uma proteina ou molécula de DNA ndo sofrer mudancas com o tempo, a
taxa de evolu¢do nessa macromolécula pode ser considerada constante, e, portanto, a
divergéncia entre as sequéncias ¢ tanto maior quanto maior for o tempo que se passou

desde que se separaram (Bromham & Penny 2003).

Para utilizar as distancias genéticas na estimativa do tempo de divergéncia entre
taxons, € necessario calibrar o reldgio, pois as taxas de mudanga podem variar entre os
organismos e entre os genes. A calibracdo ¢ usualmente calculada para cada conjunto de
dados (alinhamento) utilizando um ou mais pontos de calibracdo conhecidos. Estes pon-
tos sdo geralmente fornecidos pelo registro fossil, que normalmente ¢ datado pela taxa
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de substituicdo de um isétopo radioativo, sendo a mais comum delas a taxa de substitui-
¢do do carbono 14 pelo carbono 12. Por exemplo, se desejarmos saber qual a data da
divergéncia entre Zygoptera e Epiprocta, € necessario recorrer aos fosseis disponiveis e
verificar qual o registro mais antigo de qualquer uma das duas subordens. Esta aborda-
gem parte do principio de que, se um organismo fossil ja apresentava as caracteristicas
de uma das subordens, entdo a separacdo das duas ja havia ocorrido. Com isso, o ponto
de calibracdo ¢ a idade minima da divergéncia entre os tdxons. Existem, porém, outras
maneiras de datar a divergéncia entre organismos, como as datacdes de formagdo de

ilhas e registros geograficos e geologicos (Bromham & Penny 2003).

Da calibragdo depende a precisdo da estimativa, uma vez que as estimativas de
tempo de divergéncia diferem, em muito, de acordo com diferentes calibragcdes (Bro-
mham et al. 1999). Poucos estudos apresentam datacdes com intervalos de confianga,
que retratam a variancia no reldgio devido ao ruido da taxa, ou da variagdo nas taxas das
linhagens. Esses intervalos de confianga permitem usar a datagdo molecular para testar

hipdteses evolutivas (Bromham & Penny 2003).
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CAPITULO 1-Evolucio do comportamento de pouso em

Zygoptera
Introducdao

A subordem Zygoptera possui aproximadamente 2.739 espécies distribuidas em
19 familias. Seu monofiletismo ¢ controverso. Embora estudos morfolégicos tenham
usado diferentes caracteres para resolver as relagdes taxondmicas de Odonata, a maioria
deles se concentra em caracteres baseados em veias alares e estruturas copulatorias, que,
devido a grande variabilidade que apresentam, ndo forneceram conclusdes robustas até

entdo (Fraser 1957, Carle 1982, Pfau 1991, Trueman 1996).

Diversos trabalhos abordaram a filogenia de todos os Odonata atuais. Anisoptera
sempre aparece como grupo monofilético, tendo em geral Epiophlebiidae como grupo
irmao. Juntos, Anisoptera e Epiophlebiidae compdem a subordem Epiprocta (Bechly
1996; Trueman 1996; Rehn 2003; Hasegawa & Kasuya 2006; Bybee et al. 2008; Fleck
et al. 2008a). Zygoptera, por sua vez, aparece como um grupo parafilético (Figura 7) em
alguns trabalhos (Trueman 1996, Saux et al. 2003, Hasegawa & Kasuya 2006, Fleck et
al. 2008a), e como um grupo monofilético (Figura 8) em outros (Bechly 1996; Rehn
2003; Bybee et al. 2008; Carle et al. 2008). Apesar de seus resultados, Fleck et al.
(2008a) afirmam que nao desconsideram a possibilidade de que Zygoptera componha
um possivel grupo monofilético, e que € necessaria uma melhor resolucao na base da

inferéncia filogenética.

Bybee et al. (2008) propuseram a inferéncia filogenética mais recente e mais in-
clusiva da ordem Odonata. Trata-se de um estudo que se baseia em caracteres morfold-
gicos e moleculares, que inclui tanto linhagens existentes, quanto fosseis. Das 34 fami-
lias existentes de Odonata, apenas 4 nao foram amostradas em seu trabalho. Ha4 monofi-

letismo de Zygoptera e de algumas de suas familias, exceto Amphipterygidae, Coena-
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grionidae, Protoneuridae, Megapodagrionidae e Synlestidae, que ndo foram considera-

das.

Trueman (1996) Saux et al. (2003)
Zygoptera Zygoptera

p— 7 ygOptera — L \YQOptera

Zygoptera Zygoptera (Lestidae)

P Epiophlebiidae Anisoptera

) ) Anisoptera
) Anisoptera Epiprocta _E P
Epiprocta _I Anisoptera

Anisoptera

Hasegawa & Kasuya (2006) Fleck et al. (2008)
Zygoptera Zygoptera
[r— 7 \(GOPtEra Zygoptera
Zygoptera (Lestidae) Zygoptera (Lestidae)
= Epiophlebiidae P Epiophlebiidae

Anisoptera . Anisoptera
Epiprocta _E Epiprocta .
Anisoptera Anisoptera

Figura 7: Esquemas simplificados de trabalhos que apresentam a subordem Zygoptera como um grupo
parafilético.

Bechly (1996) Rehn (2003)

E Zygoptera I_ Zygoptera
Zygoptera

b Zygoptera

Zygoptera
p— Epiophlebiidae
Zygoptera
) . ) Anisoptera
Epiophlebiidae Epiprocta I
" ) Anisoptera
Epiprocta _E Anisoptera
Anisoptera
Bybee et al. (2008) Carle et al. (2008)
l_ Zygoptera | Zygoptera
k= Zygoptera bk Zygoptera
e Epiophlebiidae Epiophlebiidae
Epiprocta _E Anisoptera r— Anisoptera
Anisoptera — Anisoptera

Figura 8: Esquemas simplificados de trabalhos que apresentam a subordem Zygoptera como um grupo
monofilético.
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Estes problemas taxondmicos relacionados a subordem Zygoptera podem ser
explicados pela grande diversidade de formas e adaptacdes apresentadas pelas espécies
incluidas nesta subordem. Existem diversas especializagdes dentro da subordem, seja
para tipos especificos de ambiente que ocupam ou para diferentes estratégias reproduti-

vas.

A familia Pseudostigmatidae ¢ conhecida por suas espécies vistosas, grandes, de
voo lento e reproducdo em fitotelmata, inclusive ocos de arvores (Lencioni 2005), sendo
a Unica familia dentro de Zygoptera considerada flier (Corbet 1999). Outras espécies
também se reproduzem em fitotelmata, como Leptagrion e Bromeliagrion, géneros de
Coenagrionidae que utilizam bromélias-tanque para o desenvolvimento larval (Lencioni
2005). Algumas familias, como por exemplo, Perilestidae ¢ Megapodagrionidae, sdo
exclusivas de florestas bem preservadas (Lencioni 2005). O género Heteragrion € co-
nhecido por habitar locais bem preservados, e que abriguem riachos (Hartung 2002), e
apresenta alta sensibilidade a alteragdes ambientais, o que resultou em duas espécies nas
listagens das ameacgadas de extingdo (Machado et al. 1998). Pode haver ainda preferén-
cias por determinados tipos de ambiente, e, dentro de uma Unica familia, como por e-
xemplo Coenagrionidae, encontram-se espécies de dguas paradas e lagos, como as per-
tencentes ao género Acanthagrion; de ambientes l6ticos, como as pertencentes ao géne-
ros Argia; ou espécies que ocupam diversos ambientes, desde pocas d’agua até ribei-

roes, como as pertencentes ao género Ischnura (Lencioni 2005, 2006).

Umas das caracteristicas mais marcantes de Zygoptera ¢ que a grande maioria
das espécies apresenta comportamento de pousar com as asas fechadas, diferente de
Epiprocta, onde todas as espécies, exceto Cordulephya pygmaea, pousam com as asas
abertas (Corbet 1999). Algumas familias em Zygoptera, no entanto, possuem espécies
que pousam com asas abertas, como Lestidae, Synlestidae e Megapodagrionidae, Dip-

hlebiidae, Perilestidae e Dicteriadidae (Paulson 2004, Lencioni 2005).
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Em 2004, Paulson fez uma revisdo de todas as hipoteses ja sugeridas para tentar
explicar por que algumas espécies pousam de asas abertas e outras de asas fechadas. Em
resumo, ele citou hipdteses relacionadas a termorregulacdo (Thermoregulation Hypo-
thesis — TH), propostas por Jacobs em 1955, que afirma uma relagdo entre a posi¢cdo das
asas e seu efeito termorregulatorio no individuo; a inércia filogenética (Phylogenetic
Inertia Hypothesis — PIH), proposta por Heymer em 1975, na qual modo de pouso se
deve a manutenc¢do do estado ancestral; e ao display sexual (Wing Display Hypothesis —
WDH), também proposta por Heymer em 1975 e refor¢ada pelo proprio Paulson, em

1981, que afirma que a posi¢ao das asas esta relacionada com display sexual.

Para Simpson (1944), que utilizou o termo “inércia evolutiva”, a inércia filoge-
nética representa um padrio de evolucdo retilineo, resultante de sele¢do natural. Wilson
(1975) propos, ao contrario, que a inércia filogenética representa fatores que resistem a
selecdo, incluindo pré-adaptagdes. Mais tarde, Ridley (1983) propds que um carater
compartilhado entre espécies relacionadas seria um indicio de inércia filogenética. Por
ultimo, Burt (2001) apresentou uma analogia com a inércia da fisica: “uma caracteristi-
ca com um estado ndo mudado permanecera ndo mudado, e uma caracteristica que ex-
perimente uma mudanga direcional consistente mantera esse padrdo evolutivo entre ra-
mos da arvore filogenética, a menos que uma forga externa atue” (sele¢do natural e se-

xual, mutagdo, deriva genética ou fluxo génico).

Paulson (2004) ainda propds mais duas hipoteses adaptativas, a primeira afirma
que hé vantagens relacionadas a maior agilidade do voo em espécies que pousam de
asas abertas (Quick Takeoff Hypothesis — QTH), que poderiam sair do pouso mais rapi-
damente na captura de presas ou mesmo de fémeas; e a segunda sugere vantagens rela-
cionadas a permanecer menos evidente para os predadores nas espécies que pousam

com as asas fechadas (Shiny Wing Hypothesis — SWH).
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A QTH parte do principio que pousar de asas abertas ¢ uma vantagem em Odo-
nata, uma vez que quase a totalidade dos Epiprocta pousa nesta posi¢do. Assumindo que
esta seja uma vantagem também para zigdpteras, Paulson sugeriu que zigdpteras que
pousam de asas abertas apresentam respostas mais rapidas do que as que pousam de
asas fechadas, ou se orientam mais rapidamente no voo e que isso pode estar correlacio-

nado com aspectos de forrageio, fuga ou comportamento reprodutivo.

Considerando apenas o forrageio, a QTH assume que forrageadores do tipo senta
e espera, que capturam presas voando e que receberam a denominacdo de salliers por
Paulson®, podem ser beneficiados por uma resposta mais rapida. Por outro lado, aqueles
que forrageiam suas presas no substrato, classificados por Paulson como gleaners, po-

dem nao ter sofrido sele¢do para respostas rapidas.

Essa hipotese prediz que: i. a resposta a estimulos ¢ mais rapida em espécies que
pousam de asas abertas (P44) do que nas que pousam de asas fechadas (PAF), e que ii.
espécies PAA forrageiam tipicamente durante o voo (sallying), e espécies PAF recolhem

suas presas do substrato (gleaning).

De acordo com Paulson (2004), ao assumir uma vantagem no v0o para espécies
PAA, haveria uma forte pressdo seletiva contra zigdpteras com asas fechadas no pouso.
Porém, asas refletem luz solar, e também ha vantagens em ser criptico para potenciais
predadores. A SWH prediz que: i. espécies menores correm maiores riscos de predagao,
uma vez que quanto maior a presa, menor o nimero de predadores que conseguem pre-
da-la, e, portanto, ¢ mais comum que espécies menores pousem de asas fechadas; ii. o

habitat pode influenciar na posi¢ao das asas, entdo ¢ mais provavel que zigopteras que

> Em comunicagio pessoal, Paulson explicou que os termos sallier ¢ gleaner sio oriundos da ornitologia.
Sallier se refere a uma ave (ou libélula) que sai do repouso (poleiro) especificamente para capturar um
inseto em vdo. Gleaner, em ornitologia, especifica uma ave que captura sua presa a partir do substrato,
em geral no mesmo substrato em que estd pousado. Paulson esclareceu que este termo deve ser aplicado
de forma diferente a libélulas, uma vez que estas voam durante muito tempo. Com isso, ele utilizou o
termo gleaner para se referir a espécies que capturam suas presas, que estdo no substrato, durante o voo.
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pousam a sombra o facam de asas abertas, uma vez que estas nao brilham a sombra, o

que portanto reduziria os riscos de predagdo.

Paulson sugeriu estas hipdteses e apresentou uma tabela, contendo 35 géneros de
Zygoptera, com seus respectivos comportamentos de pouso (asas abertas ou fechadas) e
de forrageio (salliers ou gleaners). Destes géneros, oito pousam com as asas abertas,
sendo todos eles classificados como salliers, € 28 com as asas fechadas, dos quais 10
foram classificados como salliers e 18 como gleaners. A partir destes resultados, Paul-
son concluiu que as evidéncias a favor da QTH sdo esparsas, mas que nao ha evidéncias
robustas contra esta hipdtese e que seriam necessarios mais dados para obter respostas

mais conclusivas.

No entanto, testes de hipdteses para caracteres adaptativos em organismos de-
vem ser feitos sob o ponto de vista filogenético. Apesar de Paulson ter descartado a hi-
potese de inércia filogenética (PIH) para o comportamento de pouso, espécies proximas
podem compartilhar caracteres (inclusive comportamentos, de pouso ou de forrageio)
simplesmente porque os herdaram de um ancestral comum (Harvey & Pagel 1991).
Com isso, para poder correlacionar diferentes caracteres, como o comportamento de
pouso e o de forrageio, ¢ necessario se basear em uma hipotese filogenética, que deve

ser obtida a partir de dados independentes daqueles que serdo testados.

Este trabalho apresenta um teste de hipoteses para estes dois comportamentos
em Zygoptera utilizando métodos comparativos, baseados em uma hipdtese filogenética

construida a partir de caracteres moleculares.
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Material e Métodos

Espécies Estudadas

Para obter a hipotese filogenética, foi feita uma busca no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por sequéncias de espécies listadas por Paulson (2004)

com comportamento de pouso e forrageio. Das sequéncias disponiveis, as de rRNA 28§

nuclear foram as encontradas para o maior numero de espécies.

O uso de métodos comparativos requer uma arvore enraizada. Portanto foi ne-
cessaria a inclusao de um grupo externo. Seguindo os resultados de Rehn (2003) e By-
bee et al. (2008), que sugerem Zygoptera como um grupo monofilético, foram incluidas
trés espécies pertencentes a familia Libellulidae, que apresentam modo de pouso com
asas abertas, como grupo irmao. O tipo de forrageio nao foi considerado, pois nao foi
encontrada nenhuma descricdo deste comportamento para essas espécies ou para qual-

quer outra espécie da subordem Epiprocta.

Analise das Sequéncias e Construcao de Hipodteses Filogenéticas

As sequéncias do rRNA 28S foram obtidas a partir do GenBank e posteriormente
alinhadas utilizando o programa Muscle (Edgar 2004), apds o qual foi feita uma inspe-

¢ao visual, com o auxilio do programa MEGA 4.0. (Tamura et al. 2007).

A hipotese filogenética foi construida utilizando a /B, com o auxilio do progra-
ma MrBayes 3.1 (Huelsenbech & Ronquist 2001). O programa MrModelTest (Nylander
2004) foi utilizado para determinar quais parametros deveriam ser calculados pelo Mr-
Bayes. Foram realizadas 10.000.000 geragdes com duas corridas, cada uma contendo
uma cadeia fria e trés cadeias quentes. Como as cadeias convergiram rapidamente, 25%
das primeiras topologias geradas foram descartadas para o calculo da arvore consenso e
dos tamanhos de ramos, que foi utilizada como base para todas as analises do presente
trabalho.
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O Monofiletismo de Zygoptera

A arvore filogenética apresentada neste trabalho foi construida de forma que a
subordem Zygoptera aparecesse como um grupo monofilético, conforme sugerido por
trabalhos recentes (Bechly 1996, Rehn 2003, Bybee et al. 2008 e Carle et al. 2008). A
questao envolvendo o monofiletismo da subordem ¢é bastante controversa. Alguns traba-
lhos sugerem o parafiletismo de Zygoptera, no entanto, estes trabalhos ou sdo muito
antigos, e, portanto precedem os métodos de sistematica filogenética sugeridos por
Hennig (1966), como ¢ o caso do trabalho de Fraser (1957); ou incluiram um pequeno
nimero de espécies (Saux et al. 2003, Hasegawa & Kasuya 2006). Com isso, a hipotese
do monofiletismo de Zygoptera pareceu ser mais razoavel e foi utilizada como pressu-
posto do presente trabalho, que, portanto, incluiu apenas uma familia dentro de Epiproc-

ta, mais especificamente trés espécies de Libellulidae, como grupo externo.

Reconstrucio do Estado Ancestral e Analise Comparativa

Das 20 espécies utilizadas no presente trabalho (Tabela 3), sete apresentam
comportamento de pouso com asas abertas, 13 apresentam comportamento de pouso
com asas fechadas, 14 apresentam tipo de forrageio sallier e cinco apresentam o tipo
gleaner. O género Pseudagrion é conhecido por apresentar os dois tipos de forrageio, e,

para efeitos de analise, foi considerado como dado ambiguo, para evitar desvios.

As informagdes relativas ao modo de pouso e tipo de forrageio das espécies fo-
ram adquiridas no trabalho de Paulson (2004), sendo x = 0 (asas fechadas), x = 1 (asas
abertas), y = 0 (gleaner) e y = 1 (sallier). Essas informacdes foram inseridas na hipotese
filogenética obtida para que os estados dos nos ancestrais fossem estimados no progra-

ma Discrete do pacote BayesTraits (Pagel & Meade, 2006a).
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O BayesTraits ¢ um pacote computacional utilizado para analisar a evolugdo de
caracteres em grupos de espécies filogeneticamente relacionadas. Uma vez que o resul-
tado final da /B ¢ uma arvore consenso do conjunto de melhores arvores encontradas
pelo método, o BayesTraits avalia a evolugdo dos caracteres em estudo a partir de um
conjunto de arvores, o que permite avaliar as politomias encontradas de maneira a con-
siderar todas as possibilidades. Foram entdo utilizadas as 500 melhores arvores obtidas
pela IB. As corridas foram feitas por MCMC, tendo como resultados as médias harmo-

nicas.

Tabela 3: Sequéncias das espécies utilizadas, obtidas no GenBank, indicando familia, modo de pouso,
tipo de forrageio e nimero de acesso. Os dados comportamentais foram retirados de Paulson (2004).

Familia Espécie modo de pouso  tipo de forrageio Acesso NCBI
Diphlebiidae Diphlebia coerulescens PAA S FJ009945
Philoganga vetusta PAA S EU055308
Calopterygidae Calopteryx amata PAF S FJ009949
Hetaerina americana PAF S FJ009952
Coenagrionidae Argia moesta PAF S FJ009939
Argia nahuana PAF S EU055319
Austroagrion watsoni PAF G FJ009938
Enallagma sp. PAF G EU055235
Ishnura barberi PAF G EU055231
Pseudagrion aureofrons PAF - EU055256
Isostictidae Rhadinosticta simplex PAF G EU055249
Lestidae Archilestes grandis PAA S FJ009954
Austrolestes annulosus PAF S EU055255
Lestes rectangularis PAA S FJ009953
Sympecma paedisca PAF S EU055289
Megapodagrionidae Austroargiolestes icteromelas PAA4 S EU055234
Heteragrion sp. PAA S EU055311
Platystictidae Protosticta sanguinostigma PAF S EU055293
Pseudostigmatidae Pseudostigma aberrans PAF G FJ009934
Synlestidae Synlestes weyersii PAA S FJ009955
Libellulidae Brachydiplax denticauda PAA - EU055265
Tramea lacerata PAA - EU055269
Trithemis aurora PAA - EU055301

PAA =pouso de asas abertas; PAF = pouso de asas fechadas, S = sallier, G = Gleaner.

Para inferir o melhor modelo a ser utilizado na analise, foram realizadas varias
andlises preliminares, que foram comparadas em fun¢do da distribuicdo das probabili-
dades posteriores pelo BayesFactor. O modelo a priori escolhido tem distribui¢do nor-

mal com ratedev=50 e aceitagdo dos pardmetros de 20%. Foram feitas 100.000.000 de
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replicagdes com um burn-in de 1.000.000. As anélises mostraram também que g13 =

q31 =¢q43 =0 (ver tabela 4).

Uma vez definido o modelo a ser utilizado nas analises, os estados dos dois ca-
racteres dos nods ancestrais foram estimados pelo método do ancestral comum mais re-
cente (MRCA - most recent common ancestor), também implementado no programa
BayesTraits. Por este método, ¢ atribuido um valor de verossimilhanga para cada estado
ancestral possivel (0 ou 1 em cada um dos caracteres). As verossimilhangas sdo compa-
radas através do LR, e uma diferengca maior que 2 sugere que um dos estados ¢ mais
provavel que o outro (ver “métodos comparativos” na parte introdutdria da dissertacao.
Esta estimativa foi feita nas 500 melhores arvores obtidas pelo MrBayes, e um estado
foi considerado mais provavel que o outro se LR = |2| (se a média dos LR das 500 ar-

vores consideradas for maior ou igual a 2, em moddulo) (Pagel & Meade 2006b).

Tabela 4: Modelo Dependente, apresentando as taxas de transi¢des entre os estados dos caracteres, onde
q12: x(0—0), y(0—1); g13: x(0—1), ¥(0—0); g21: x(0—0), y(1—0); g24: x(0—1), y(1—1); g31: x(1—0),
1(0—0); g34: x(1—-1), y(0—1); g42: x(1—0), y(1—1) e g43: x(1—1), y(1—0). As taxas onde as mudan-
cas foram simultaneas ndo foram consideradas. x = 0 (pouso com asas fechadas), x = 1 (pouso com asas
abertas), y = 0 (gleaner), y = 1 (sallier).

Estado 0,0 0,1 1,0 1,1
0,0 - ql12 q13
0,1 q21 - - q24
1,0 q31 - - q34
1,1 - q42 q43 -

Para testar se as taxas sdo de fato independentes, ou seja, se x pode modificar de
0 para 1 independentemente do estado de y, € necessario verificar se a probabilidade de,
por exemplo, x(0—1) quando y(0—0) ¢ igual a probabilidade de x(0—1) quando
y(1—1), o que equivale a testar H; ou se g13 = g24. O teste em questdo visa verificar se

¢ possivel modificar a posi¢do da asa durante o pouso de fechada para aberta qualquer
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que seja o comportamento de forrageio. Caso estas taxas sejam diferentes, a modifica-
¢do de x de 0 para 1 ¢ dependente do estado de y (0 ou 1), ou seja, o comportamento de
pouso ¢ dependente do comportamento de forrageio. Caso contrério, ¢ independente.
Para testar esta hipotese, € necessario calcular a distribuicdo da probabilidade posterior
do modelo que tem os oito parametros apresentados na tabela 4, e calcular a distribui¢ao
da probabilidade posterior do modelo com sete parametros, no qual ¢g13 = g24. Se o BF
> 3, modificar o comportamento de pouso de asas fechadas para abertas esta condicio-

nado ao comportamento de forrageio e portanto os caracteres sdo dependentes.
Além desta, foram testadas outras hipdteses:

i. Hy O tipo de forrageio pode mudar de gleaner para sallier y(0—1) indepen-

dente do modo de pouso, ou seja, g12 = g34.

ii. Hy O modo de pouso pode mudar de asa aberta para asa fechada indepen-

dente do tipo de forrageio, ou seja g31 = g42.

iii. Hy O tipo de forrageio pode mudar de sallier para gleaner, independente do

modo de pouso, ou seja: g21 = g43.

Resultados

Inferéncia Filogenética

O alinhamento das sequéncias do gene ribossomal nuclear RNA 28S resultou em
3.893 sitios alinhados, dos quais 676 sdo variaveis. A figura 9 mostra as relagdes filoge-
néticas encontradas entre as espécies estudadas, tendo trés espécies de Libellulidae co-
mo outgroup. Depois desta separagdo, Zygoptera se dividiu em dois grupos bem susten-
tados, o primeiro contendo espécies das familias Lestidae, que apresentou monofiletis-

mo, e Synlestidae, e o segundo contendo o restante das familias.
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Calopterygidae também apresentou monofiletismo, o que também foi encontrado
por Misof et al. (2000). Todos os representantes da familia Coenagrionidae foram agru-
pados em um grupo bem sustentado, porém com a inclusdo de Pseudostigma aberrans
(Pseudostigmatidae). Houve também a formacdo de uma politomia contendo: Philo-
ganga vetusta, Protosticta sanguinostigma, Heteragrion sp. + Diphlebia coerulescens e
Rhadinosticta simplex agrupando com Coenagrionidae + Pseudostigmatidae. Outros
trabalhos também apresentam uma relagdo proxima para Coenagrionidae e Pseudostig-

matidae (Carle et al. 2008)

De forma geral, os valores de probabilidade posterior foram altos, observando
uma boa defini¢ao para as familias Lestidae, Synlestidae, Isostictidae, Coenagrionidae e
Calopterygidae. Como as outras familias estdo inseridas em uma politomia com baixo
valor de probabilidade posterior, ndo ha como saber ao certo sua defini¢do de acordo

com a arvore aqui apresentada.

Reconstrucio de Ancestral e Analise Comparativa

No teste de correlagdo entre os caracteres, o modelo que melhor explicou os da-
dos foi o de evolugdo dependente, aceitando-se assim a correlagdo dos caracteres. Por-
tanto, todas as analises foram feitas com modelos dependentes. As analises preliminares
indicaram que algumas transi¢des sdo improvaveis de ocorrer, como as representadas

pelas taxas q13, q31, q43.

Os resultados obtidos para cada estado ancestral de cada né foram representados
em histogramas (Figura 10). Os resultados sugerem que o ancestral comum entre Zy-
goptera e Epiprocta pousava com as asas abertas e forrageava como um gleaner (n6 20).
O no 17, ancestral dos Zygoptera, forrageava como um sallier, e ainda pousava de asas
abertas. A partir dai, houve uma modifica¢dao no né 3, no qual o comportamento de pou-
so passou a ser de asas fechadas, com retorno do pouso com asas abertas no né 1. O

pouso de asas fechadas surgiu pelo menos mais duas vezes, no n6 5 e no n6 13, sem
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retorno para asas abertas. A mudanca do forrageio para o tipo gleaner ocorreu uma Uni-

ca vez, no n6 13, com retorno para o tipo sallier noné 7.

Os testes de hipoteses a respeito das taxas instantaneas de transi¢ao entre estados
de caracteres para comportamento de pouso (PAF ou PAA) e comportamento de forra-

geio (gleaner ou sallier) mostraram que (Figura 11 e Tabela 5):

i q12 = ¢34, ou seja, modificacdes do modo de forrageio gleaner para sal-
lier independem do modo de pouso. Isso foi evidenciado por um valor
de BF de 0,013, que significa que um modelo com duas taxas diferen-
tes para g12 e ¢34 ndo ¢ significativamente melhor que o modelo com
as duas taxas iguais.

ii. q31 = g42, ou seja, modificar o pouso de PAA para PAF independe do
comportamento de forrageio. Este resultado também foi evidenciado
por um valor de BF positivo, 2,414; mas ndo significativo (se o resul-
tado fosse >3.0, as taxas poderiam ser consideradas diferentes)

iii. q21 > g43, ou seja, ¢ mais provavel modificar o comportamento de salli-
er para gleaner quando a espécie pousa com as asas fechadas. O BF
para esta estimativa foi positivo e significativo (BF = 53.837,4). Con-
siderando que as andlises preliminares sugerem que g43 = 0, a transi-
¢do de sallier para gleaner jamais ocorreu quando a espécie pousava de
asas abertas.

iv. q24 > ¢q13, ou seja, ¢ mais provavel mudar o comportamento de PAF para
PAA quando o comportamento de forrageio ¢ do tipo sallier. (BF =
14,793 - positivo e significativo). Considerando que as analises preli-
minares sugerem que ¢13 = 0, a transicdo de PAF para PAA jamais o-

correu quando o comportamento de forrageio era do tipo gleaner.

31



Trithemis auroral

1.00;
119 . .
e L  — Tramea lacerata Bl Libellulidae
0.74 J]a—
e’ Brachydipiax denticauda ll
I Hetaerina americana [l @
0.84[ 5] .
—.—;5 - Calopterygidae
I Calopteryx amata ll @

Austroargiolestes icteromelas ll @ Megapodagrionidae
= Phil wsta@ ® Diphlebiidae
o —— Philoganga vetusta iphlebii

e P

Protosticta sanguinostigma Il @

. grionsp. 8 @  Megapodagrionidae

Rhadinosticta simplex ll @ Isostictidae
,— Pseudostigma aberrans ll @ Pseudostigmatidae

1 8
: [— Argia moesta ll @
I 1.00

Fe
I— Argia nahuana l @

Austroagrion watsoni ll @

100,35

o Pseudagrion aureofrons ll ©
re ?
0.85

10|

e Enallagma sp. ll @
1.00 9[

e Ishnura barberi ll @

Coenagrionidae

r Synlestes weyersii Bl @ Synlestidae

Austrolestes annulosus ll @

e
L Sympecma paedisca ll @
1.00 Lestidae pé- W asafechadas @ gleaner (desconhecido
— y
e I_ Lestes rectangularis ll @ o
1.00, 1 s’ M asas abertas  @sallier = significancia
L ,
001 L Archilestes grandisll @

Figura 9: Arvore filogenética obtida a partir da Analise Bayesiana. Os valores ao lado dos nés da arvore
correspondem a probabilidade posterior. Os nimeros dentro dos quadrados nos nds internos sao os identi-
ficadores de cada n6. Quadrados e circulos coloridos ao lado de cada espécie e cada n6 correspondem aos
estados do comportamento de pouso e forrageio, respectivamente. O asterisco ao lado de um quadrado ou
circulo indica que a verossimilhanca de um estado ¢ significativamente maior que o do outro. Quadrado
verde: pouso com asas fechadas, quadrado vermelho: pouso com asas abertas. Circulo verde: comporta-

mento de forrageio gleaner, circulo vermelho: comportamento de forrageio do tipo sallier, circulo branco:
comportamento de forrageio desconhecido.
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Figura 10: Distribuicdo das probabilidades posteriores da inferéncia ancestral dos nos internos da arvore

representada na figura 9. Cada combinacdo de estados de caracteres foi
te, sendo azul x =0e y =0; vermelhox=0ey=1;verdex=1ey=0

representada por uma cor diferen-

;erosax =1 e y= 1. Quanto mais

para a direita, maior a probabilidade posterior de uma determinada combinacdo de caracteres para cada
nod. (x = 0: pouso com asas fechadas; x = 1: pouso com asas abertas; y = 0: forrageio do tipo gleaner; y =

1: forrageio do tipo sallier).
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Figura 11: Log da verossimilhanga de diferentes combinagdes de taxas de transi¢@o. a) azul: unrestrict:
sem restrigdes, todas as taxas sdo independentes. b) Vermelho (¢31 = ¢42): modo de pouso pode mudar
de asa aberta para fechada independente do tipo de forrageio. ¢) Verde (¢21 = ¢43): o tipo de forrageio
pode mudar de sallier para gleaner independente do modo de pouso. d) Rosa (¢13 = g24): o modo de
pouso pode mudar de asa fechada para asa aberta independente do tipo de forrageio. e) Preto (¢12 = ¢34):
o tipo de forrageio pode mudar de gleaner para sallier independente do modo de pouso.

Tabela 5: Teste de hipoteses, apresentando os pressupostos, os modelos e os valores do Bayes Factors

encontrados.

Hipotese Pressuposto modelo BF

H, Mudanga de asa fechada para asa aberta, in- ql3=¢g24 14,793
dependente do tipo de forrageio

H, Mudanga de gleaner para sallier, ql2=¢g¢34 0,013
independente do modo de pouso

H; Mudanga de asa aberta para asa fechada, in- q3l=qg42 2414
dependente do tipo de forrageio

H, Mudanga de sallier para gleaner, q21=qg43 53.837,4

independente do modo de pouso
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Discussao

Inércia Filogenética

A primeira questdo a ser discutida em face aos resultados apresentados seria uma
resposta a pergunta de Paulson (2004): “Porque alguns zigdpteras pousam com asas
abertas?” A resposta, em parte, ¢ bastante simples: por causa da ancestralidade, o que

esta diretamente relacionado a questdo da inércia filogenética.

A hipdtese de inércia filogenética (PIH) (Heymer 1975) sugere que o compor-
tamento de pouso com asas abertas ¢ simplesmente a manutengdo, ndo adaptativa, da
condicdo ancestral. Paulson (2004) refutou essa hipdtese, pois géneros PAA sdo encon-
trados no minimo em cinco familias de Zygoptera (Amphipterygidae, Euphacidae, Les-
tidae, Synlestidae e Megapodagrionidae) e por isso hd uma necessidade de explicagdes
adaptativas para esse comportamento. No entanto, Paulson (2004) rejeitou a PIH sem

utilizar uma abordagem filogenética e sem definir o termo inércia filogenética.

O termo inércia filogenética ndo ¢ amplamente adotado. As discussdes em evo-
lucao sao feitas sobre restrigdes, e a relagdo entre inércia e restricdo ndo € clara. Uma
definicdo consenso de livros-texto de evolugdo para restricdes pode ser: “uma proprie-
dade de uma caracteristica que, apesar de possivelmente adaptativa no ambiente em que
originalmente surgiu, atua limitando a producdo de novas variantes fenotipicas (Blom-

berg & Garland 2002).

A hipotese filogenética mostrada neste trabalho sugere forte sinal filogenético
para a posicao das asas durante o pouso, com apenas trés transicdes entre pouso com
asas abertas para pouso com asas fechadas, que ocorreram do né 4 para o 3, do 16 para
0 5 e do 14 para o 13; e uma transi¢do de fechada para aberta, do n6 3 para o né 1 (ver
figura 9). Deve ser levado em consideragdo que isso totaliza quatro mudancgas, numa

arvore que permitiria 17. Uma restri¢do mais intensa ¢ verificada quando o tipo de for-
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rageio € considerado, sendo verificada uma transi¢do de gleaner para sallier (do n6 8
para o 7); e uma transicdo de sallier para gleaner, do né 14 para o 13. Portanto, hd uma
forte indicagdo de ter havido restrigdes na historia evolutiva dessas espécies, o que esta

de acordo com a hipotese de inércia filogenética.

Novas hipdteses a serem testadas

Asas Abertas Permitem Respostas Rapidas?

A hipoétese da resposta rapida (QTH), sugerida por Paulson (2004), prediz que a
posicao de pouso com asas abertas facilita uma saida mais rapida e um melhor ajuste na
orientacdo do vdo, e que espécies com pouso de asas abertas (PAA) apresentariam for-
rageio do tipo sallier e aquelas PAF do tipo gleaner. Com isso, salliers seriam mais
ageis e gleaners mais lentos. Porém Paulson (2004) chegou apenas a conclusdo de que
ndo hé evidéncias que refutem sua hipotese. Samways (2006) apdia a QTH, porém afir-

ma que a resposta rapida ndo ¢ ajustada pelo forrageio e sim por defesa territorial.

De acordo com os resultados aqui apresentados, estudando as taxas de transi¢ao
entre os estados de caracteres dos dois tipos de comportamento: modo de pouso e tipo
de forrageio, foi possivel detectar uma forte restri¢do contra o forrageio do tipo gleaner,
que s6 € apresentado por espécies PAF. Espécies PAA, conforme ja mencionado por
Paulson (2004), s6 apresentam forrageio do tipo sallier. No entanto, este resultado ndo
significa que espécies PAA forrageiam por senta-espera (sallier) mais frequentemente
do que espécies PAF, conforme discutido por Reinhardt (2006), que sugeriu que a pre-
dicdo deve ser o inverso daquela dada por Paulson: se pousar com asas abertas oferecer
beneficios para o forrageio do tipo sallier, individuos salliers irdo apresentar pouso com
asas abertas mais frequentemente do que gleaners, e ndo necessariamente espécies PAA

apresentarao tipo de forrageio sallier mais frequentemente do que espécies PAF.
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Portanto, os resultados aqui apresentados ndo suportam a hipdtese de que espé-
cies que pousam de asas abertas tenham respostas mais rapidas que espécies que pou-

sam de asas fechadas.

O Individuo Fica Menos Evidente com Asas Fechadas?

Algumas consideragdes podem ser feitas a partir de outra hipotese do Paulson, a

Shiny Wing Hypothesis (SWH), cujas predi¢des sao:

1) Espécies menores sdo mais vulneraveis a predacdo, entdo PAF deve ser mais
comum em espécies menores, de modo que as tornam mais cripticas;
2) Espécies que pousam preferencialmente em locais sombreados seriam PAA e as

com preferéncias a locais ensolarados seriam PAF.

Partindo do principio que predar a partir do substrato (forrageio do tipo glea-
ner) ndo requer respostas rapidas, € possivel considerar que espécies com tipo de forra-
geio sallier sejam mais rapidas, e portanto tenham capacidade de escapar de predadores
de forma mais rapida e eficiente. Partindo destes pressupostos, ¢ possivel fazer outras

predi¢des, relacionando o comportamento de pouso com o de forrageio:

3) espécies com tipo de forrageio gleaner deveriam ser espécies PAF (asa fechada
torna o individuo mais criptico, portanto a necessidade de fuga rapida diminui),

4) espécies com forrageio do tipo sallier poderiam ter ambos os modos de pouso,
tanto com asas abertas quanto com asas fechadas, pois o beneficio de ter uma

resposta rapida permite qualquer modo de pouso.

Essas predi¢des estdo de acordo com os resultados aqui apresentados, uma vez
que foram encontradas duas restri¢des para as transi¢des: i. ndo € provavel modificar o
comportamento de PAF para PAA se o comportamento de forrageio for gleaner, ou seja,

espécies lentas ndo poderiam se expor tanto; e ii. ndo ¢ provavel mudar o comportamen-
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to de sallier para gleaner se o comportamento de pouso for PAA, ou seja, espécies

conspicuas ndo podem ser lentas.

Todas essas consideragdes estdo restritas as espécies que Paulson definiu em seu
trabalho como tendo comportamento de pouso com asa aberta ou com asa fechada. Rei-
nhardt (2006) argumentou que em algumas espécies, como as pertencentes a familia
Coenagrionidae, ¢ dificil definir o comportamento de pouso adotado, pois ¢ observado
um comportamento intermediario, o semi-aberto. O autor ainda discutiu que a exclusdo
de tais intermedidrios € problemadtica, pois algumas fung¢des relacionadas com pouso de
asas abertas, como termorregulagdo, irdo favorecer uma maior plasticidade da posi¢do

das asas durante o pouso.

Em resposta, Paulson (2006) afirmou que ndo utilizou espécies que pousam com
asas semi-abertas na categoria de pouso com asas abertas em seu trabalho de 2004 e
afirmou que ndo concorda com Reinhardt (2006) sobre a dificuldade de definir o com-
portamento de pouso para algumas espécies. De acordo com Paulson (2006), apesar de
alguns individuos apresentarem um comportamento de pouso com asas entreabertas,
essa posicao das asas ndo permanece mais do que alguns poucos segundos, o que ndo

coloca em duvida o comportamento de pouso (PAA ou PAF) adotado por cada espécie.

Respostas Rapidas e Comportamento Criptico

Assim como a maior parte dos caracteres encontrados em qualquer espécie, o
comportamento de pouso, com asas abertas ou fechadas em Zygoptera, requer explica-
¢coes complexas e dificilmente pode ser explicado através de hipoteses que considerem
fatores isolados. E mais provavel que deva ser explicado por uma conjungo de diferen-
tes fatores, como a inércia filogenética, o fato de estar ou ndo evidente aos predadores e

a velocidade das respostas.
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Todos estes resultados (i. a iv.) requerem uma combinagdo de fatores adaptativos
que estdo relacionados a agilidade e a camuflagem das espécies. Se uma espécie € crip-
tica (PAF), pode ter comportamento rapido ou lento (forrageio do tipo sallier ou glea-
ner), evidenciado pelo teste (i.). Do mesmo modo, se uma espécie ¢ rapida (sallier),
pode ser criptica (PAF) ou conspicua (PAA) (teste ii.). No entanto, se ¢ lenta (gleaner),
ndo pode ser conspicua, o que explica o resultado i7i., da mesma forma que ser for cons-

picua (PAA) ndo pode ser lenta (gleaner) (teste iv.).

40



CAPITULO 2 - Filogenia e Evolugio de Libellulidae

(Odonata) baseada em fragmentos de DNA mitocondrial

Introducdo

Libellulidae ¢ uma familia considerada cosmopolita, representada por 141 géne-
ros € 969 espécies, sendo uma das familias mais representativas dentro de Epiprocta
(Figura 12). Essa familia ¢ facilmente reconhecida pela presenca de uma alga anal mais
longa que larga, em forma de pé (Figura 13). No Brasil, ocorrem 35 géneros e aproxi-
madamente 210 espécies (Costa et al. 2002; Paulson 2007), das quais 38 sao endémicas

(Paulson 2007).

Petaluridae

Austropetaliidae
Aeshnidae

— Progomphidae

Libellulidae

Gomphidae

Hemicorduliidae ,
Corduliidae Cordulegastridae
Macromiidae Neapetaliidae
Chlorogomphidae

Gomphomacromiidae
Synthemistidae

Figura 12: Riqueza relativa das familias de Epiprocta. Retirada de Misof (2002).

A grande variabilidade presente dentro da familia levou a sua subdivisdao em 12
subfamilias (Fraser 1957). Esta subdivisdo, no entanto, precede os métodos filogenéti-
cos (portanto ndo levou em consideragdo homologias e sinapomorfias) e foi baseada em
caracteristicas de venacdo alar, situagdo tipica da classificacdo taxondmica em toda a

ordem Odonata. Mais recentemente, Bridges (1994) reduziu o numero de familias para
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11, mas o trabalho se reduz a uma catalogacdo dos tdxons dentro de Libellulidae, sem

uma definicdo clara dos caracteres que distinguem as subfamilias.

Figura 13: Asa posterior de Libellulidac realcando a al¢a anal em forma de pé. Retirada de
www.sonic.net.

Historico taxonomico de Odonata

Linnaeus (1758) identificou as primeiras espécies da ordem Odonata Fabricius
1793, que somavam 20 espécies, todas classificadas no género Libellula, dentro de um
amplo grupo da ordem chamada Neuroptera (incluindo as ordens: Ephemeroptera, Ple-
coptera, Neuroptera, Mecoptera, Megaloptera, Rhaphidioptera e Trichoptera). Libellula

depressa foi definida como a espécie-tipo do género, e posteriormente da ordem.

Posteriormente, Fabricius (1775) subdividiu Libellula em trés grupos: i. Libellu-
la, formado por espécies empoleiradoras de corpo curto; ii. Aeshna, composto por espé-
cies planadoras de corpo maior; e iii. Agrion, que incluia espécies tipicamente menores
e mais delgadas. Durante o final do século 18 e inicio do século 19, muitos géneros fo-
ram descritos, principalmente por Leach (1815) e Rambur (1842). A ordem Odonata
permaneceu dentro do amplo conceito lineano da ordem Neuroptera até 1923, quando
Martynov dividiu os insetos alados em dois grandes grupos: Neoptera e Paleoptera. O

primeiro ¢ bem aceito como um grupo monofilético atualmente, mas o status de Paleop-
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tera, que compreende Odonata, Ephemeroptera e outras ordens extintas, tem sido muito

debatido.

O entomodlogo Edmund de Selys-Longchamps (Selys), no século 19, descreveu
mais de 1000 espécies de Odonata e seu mais notavel trabalho foi a criagdo do primeiro
sistema de classificagdo desta ordem. O sistema Selysiano se baseava em uma classifi-
cacdo bastante incomum, que reunia espécies em géneros e estes em “legides”, uma
categoria criada por Selys. Enquanto a taxonomia de outros grupos de insetos foi padro-
nizada em terminologias baseadas em géneros, familias e ordens, Odonata adquiriu uma
nomenclatura prépria. Hoje, cada “legido” de Selys corresponde aproximadamente as
familias ou superfamilias da nomenclatura padrdo. Selys introduziu ainda os termos

Anisoptera e Zygoptera.

O sistema de classificacdo proposto por Selys se baseou principalmente nos
complexos padrdes de venagdo das asas. Para tanto, Selys criou uma detalhada nomen-
clatura para as veias alares que se aplicam apenas as asas de Odonata, sem relagdo com
as veias alares de outros insetos. Outros autores também estudaram a classificacdo da
ordem Odonata, também utilizando os padrdes de veias alares. A maioria destes traba-
lhos ¢ anterior aos métodos propostos por Hennig (1966), como Comstock & Needham
(1898), Tillyard (1917), Tillyard & Fraser (1938) e Fraser (1957). Algumas revisdes
mais recentes adotaram métodos cladisticos propostos por Hennig (1966), como Bechly

(1996), Trueman (1996) e Rehn (2003).

Trueman (2007) fez uma revisao de todo o historico da classificacdo de Odonata
e concluiu que a decisdo por qualquer sistema de classificagao so6 podera ser feita apos a

resolugdo do problema Paleoptera e das relagdes entre subordens de Odonata.
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Relacoes filogenéticas dentro de Libellulidae

Estudos moleculares sustentam o monofiletismo da superfamilia Libelluloidea
(Fleck et al. 2008b, Misof et al. 2001, Saux et al. 2003), que compreende quatro fami-
lias: Gomphomacromiidae, Macromiidae, Corduliidae e Libellulidaec (Ware et al. 2007).
Filogenias utilizando caracteres morfologicos, principalmente aqueles relacionados a
venagao alar, sustentam o monofiletismo da familia Libellulidae (Trueman 1996, Re-
sende 2005, Bybee ef al. 2008). No entanto, a subdivisdo em subfamilias ainda ¢ obscu-
ra, pois ¢ definida por poucos caracteres de nervuras, dos quais nao constam sinapomor-
fias. Praticamente toda a classificagdo de Odonata envolve caracteres de venacao, desde
a classificacdo de fosseis (Figura 14), até¢ a de espécies atuais. Porém, muitos destes
caracteres sao considerados homoplasticos (Pilgrim & Von Dohlen 2008, Fleck et al.

2008b), o que pode resultar em atribuigdes erroneas.

Filogenias baseadas em dados moleculares reforgam o monofiletismo da familia
Libellulidae (Misof et al. 2001, Bechly 2002, Saux et al. 2003, Ware et al. 2007). Po-
rém, das 11 subfamilias descritas, estes dados s6 suportam o monofiletismo da subfami-
lia Libellulinae (Pilgrim & Von Dohlen 2008). Este resultado pode estar relacionado ao
fato de que as subfamilias de Libellulidae ndo serem taxons naturais ou simplesmente
decorrer da subamostragem de espécies, uma vez que muitos dos géneros endémicos do

Brasil e da América do Sul ndo foram amostrados.

Outro fator que pode prejudicar a obtengdo de filogenias bem resolvidas € a pos-
sibilidade do taxon em estudo ter sobrevivido a grandes extingdes, seguidos de periodos
de radiagdo adaptativa, que também podem ter ocorrido por alteracdes ambientais que
podem ter aumentado ou diminuido o niumero de espécies, contribuindo para a falta de
resolucao atual. Para que se possa inferir este tipo de efeito nas filogenias, € necessario
obter uma boa datacdo dos eventos de especiagdo dentro da familia Libellulidae. Esti-
ma-se que a familia tenha surgido no Cretaceo (131,5 a 94,5 milhdes de anos atrds —
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MAA) (Fleck et al. 1999), periodo crucial para o desenvolvimento de angiospermas,
com maiores mudancgas na vegetacdo de ambientes aquaticos, o que pode ter favorecido
mudangas importantes na fauna de Odonata (Kalkman et al. 2008). Ware et al. 2008,
utilizando estimativas do reldgio molecular, restringiram um pouco mais esta estimati-
va, e inferiram que a familia pode ter surgido hd 57,7 MAA ou ha 86,6 MAA. No entan-
to, estes autores utilizaram apenas uma parte dos registros fosseis disponiveis na litera-
tura, o que pode ter prejudicado suas conclusdes e feito com que as estimativas estejam

subestimadas.

Figura 14: Rencordulia sinica (Araripelibellulidae), espécie fossil descrita basicamente por caracteres de
venagdo alar, devido a melhor preservacdo das asas do que do corpo. Retirada de Fleck et al. (2008c¢).

O principal objetivo do presente trabalho foi construir uma hipotese filogenética
mais abrangente para a familia Libellulidae, incluindo sequéncias de espécies ja repre-
sentadas em outras hipoteses filogenéticas, bem como novas sequéncias, de espécies
que ocorrem no Brasil, na tentativa de obter uma melhor resolucdo das relagdes entre
suas subfamilias e uma melhor compreensao da evolugdo do grupo. Baseada nesta hipo-
tese filogenética, foram feitas estimativas dos tempos de divergéncia entre os membros
da familia Libellulidae, através do reldgio molecular, no sentido de tentar compreender
os padrdes evolutivos encontrados nesta e em outras inferéncias filogenéticas envolven-

do a familia.
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Material e Métodos

Coleta do material biologico

A tabela 6 mostra as 25 espécies coletadas para este trabalho. A coleta foi reali-

zada em quatro localidades diferentes:
* Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais.
* Rio Sao Bartolomeu, localizado nas proximidades de Vigosa-MG.
* 3 localidades do estado do Espirito Santo: Vitoria, Vila Velha, e Santa Teresa.
* Belém, Para.

As coletas foram concentradas no periodo das 10 as 14 horas, horario de maior
atividade das espécies (De Marco & Resende 2002), e consistiram na captura ativa por
meio de redes entomologicas. Sempre que possivel, foram coletados trés individuos por
espécie, sendo um deles preparado em acetona PA para ser depositado como material
testemunho em colegdes entomologicas. Os demais foram preservados em etanol abso-

luto para a posterior extragdo do DNA total.

A escolha destas 25 espécies foi feita em fung¢ao da abundancia das mesmas nos
locais onde foram coletadas e pela facilidade de acesso a estes locais. O material utili-
zado para a padronizagdo das técnicas no laboratorio (extracdo de DNA, amplificagdo e

sequenciamento dos fragmentos) foi coletado no entorno do municipio de Vigosa.

Escolha da sequéncia génica

Por se tratar da construcao da filogenia de uma familia pouco explorada em ter-
mos filogenéticos, ¢ impossivel estabelecer a priori se os géneros dentro de Libellulidae
sao predominantemente proximos ou distantes. Para tentar definir as relacdes filogenéti-
cas dentro do grupo e garantir a eficiéncia da busca em quaisquer niveis de similaridade
entre as espécies a serem amostradas, foi feita uma busca prévia no GenBank por se-

quéncias de fragmentos de DNA de espécies de Libellulidae disponiveis. Dentre as se-
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quéncias disponiveis, a que apresentava a maior representatividade em termos de niime-
ro de espécies por género e subfamilia foi um fragmento de DNA mitocondrial, que
inclui parte do RNA ribossomal 125, o RNA transportador da Valina e parte do RNA

ribossomal 165 (rRNA 12S5-16S) (Tabela 7).

Com isso, o presente trabalho inclui seis géneros ainda ndo representados no
GenBank: Oligoclada (Brachydiplactinae), Planiplax (Leucorrhininae), Diastatops
(Palpopleurinae), Idiataphe, Tauriphila (Trameinae) e Elasmothemis (Trithemistinae).
Foram incluidas na andlise, como grupo irmao, espécies da familia Corduliidae, que ¢é
classificada junto com Libellulidae na superfamilia Cavilabiata (Misof 2002, Pilgrim &

Von Dohlen 2008), e uma espécie de Gomphidae.

Extracao do DNA

A extracao do DNA total foi feita logo apds cada coleta e foi utilizado o protoco-
lo padrao de extragdo com Fenol-Cloroférmio-alcool isoamilico recomendado por
Waldschmidt ef al. (1997), com adaptagdes na temperatura de incubagdo das amostras e

na utilizacdo de fenol-cloroférmio.

Em uma primeira etapa, a cabega e o torax de cada individuo foram macerados
em graal de porcelana, ou em microtubo de 2,0 m/ (eppendorf) contendo 800 - 1000u/
de tampao de extracdo gelado: CTAB 2% (Hexadecil Trimetil Brometo de Amoénio);
EDTA (Acido Tetraacético Diamina Etileno) 20 mM (pH 8,0); NaCl 1,4 M; Tris-HCI
100 mM (pH 8,0), dgua Milli-Q e 100 pgml de protease. O macerado foi incubado a
55°C por 30 minutos. A desproteinizagéo foi feita em dois passos, o primeiro deles com
um volume de fenol-cloroférmio (1:1), seguido de uma nova desproteinizacdo com clo-

roformio-alcool isoamilico (24:1).

Apo6s cada desproteinizagdo, o macerado foi centrifugado a 13.000 rpm por 8

minutos em uma centrifuga Eppendorf 5415C. A precipita¢do do acido nucléico foi feita
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com um volume de isopropanol seguida de incubago a -20°C por 24 horas. O material
foi entdo submetido a centrifugagdo a 14.000 »pm por 30 minutos e o precipitado for-
mado foi lavado duas vezes com etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O acido
nucléico foi ressuspenso em 100 p/ de TE (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH

8,0).

Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,8% contendo 0,2 pgiml de brometo de etidio, para verificar a integridade, pureza e
quantificar o DNA extraido. Em uma segunda etapa, todos os procedimentos acima des-
critos foram realizados utilizando apenas o musculo toracico, para verificar a possibili-
dade de inibidores contidos no exoesqueleto desses animais. Finalizando, o DNA extra-

ido foi armazenado em congelador a -80°C.

Amplificacdo do DNA

Foram utilizados seis primers para a amplificacdo e sequenciamento do frag-
mento TRNA 125-16S (Tabela 8). Resultados anteriores obtidos no laboratério mostra-
ram que € necessario o uso de diferentes primers para tentar amplificar sequéncias de
DNA de diferentes espécies da familia, portanto as condi¢des de PCR foram otimizadas
para cada uma das espécies. As condigdes para a amplificacdo foram padronizadas a
partir dos protocolos descritos em Yamauchi et al. (2004) e Pilgrim & Von Dohlen
(2008), com modificagdes na concentragdo dos componentes da reagao de amplificacio

e do programa de amplificacao.
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Tabela 6: Espécies coletadas, utilizadas no presente trabalho, e suas respectivas subfamilias e localidades
em que foram coletadas.

Sub-familia Espécie Localidade
Brachydiplacinae Micrathyria artemis Vigosa-MG
Micrathyria catenata Timoteo-MG
Micrathyria hesperis Santa Teresa-ES
Micrathyria spuria Timo6teo-MG
Nephepeltia phryne Caratinga-MG
Leucorrhininae  Brachymesia cf furcata Caratinga-MG
Brachymesia herbida Caratinga-MG
Planiplax phoenicura Caratinga-MG
Libellulinae Orthemis discolor Santa Teresa-ES
Palpopleurinae  Diastatops obscura Caratinga-MG
Perithemis icteroptera Santa Teresa-ES
Perithemis lais Caratinga-MG
Perithemis mooma Vicosa-MG
Sympetrinae Erythemis cf phoenicura Caratinga-MG
Erythemis haematogastra Timo6teo-MG
Erythemis peruviana Timo6teo-MG
Erythemis vesiculosa Vila Velha-ES
Erythrodiplax basalis Belém-PA
Erythrodiplax cf ochracea Ipaba-MG
Erythrodiplax latimaculata Timoéteo-MG
Erythrodiplax media Vigosa-MG
Trameinae Tramea binotata Caratinga-MG
Tauriphila xiphea Vigosa-MG
Idiataphe ctf amazonica Caratinga-MG
Trithemistinae Elasmothemis cannacrioides Vicosa-MG

Apo6s padronizacdo, a amplificagdo do DNA foi feita a partir de duas solugdes
basicas principais, MIX-C e MIX-F (Tabela 9). A primeira foi utilizada em 20 espécies
e a segunda em outras 5. Foram realizados controles negativos (com todos os reagentes,

exceto 0 DNA) para verificar possiveis contaminagoes.

49



Tabela 7: Sequéncias da regido rRNA 12S-16S disponiveis no GenBank de diferentes espécies e seus

respectivos numeros de acesso.

Subfamilia Espécie N° de acesso
Brachydiplactinae Chalcostephia flavifrons EU477716
Micrathyria atra EF640386
Micrathyria didyma DQO021421
Nannothemis bella EF640388
Porpax risi EF640389
Uracis infumata EF640391
Corduliidae Cordulia aenea EU477707
Epitheca bimaculata EU477708
Somatochlora flavomaculata EU477704
Gomphidae Ophiogomphus severus AF266076
Stylurus amnicola EU477657
Leucorrhininae Brachymesia gravida EF640392
Celithemis elisa EU477751
Celithemis eponina EF640393
Leucorrhinia dubia EU477718
Leucorrhinia glacialis EF640394
Leucorrhinia hudsonica EF640395
Leucorrhinia intacta EF640396
Leucorrhinia pectoralis EU477752
Leucorrhinia proxima EF640397
Libellulinae Agrionoptera insignis EU477738
Cratilla metallica EU477737
Ladona depressa EU477730
Ladona fulva EU477728
Lathrecista asiatica EF640398
Libellula forensis EF640399
Libellula nodistica EF640400
Libellula quadrimaculata EU477729
Libellula saturata EF640401
Lyriothemis elegantissima EU477735
Misagria parana EU477748
Orthemis cultriformis EU477734
Orthemis ferruginea EF640402
Orthetrum albistylum EU477732
Orthetrum brunneum DQO021416
Orthetrum pruinosum EF640403
Orthetrum sabina EF640404
Oxythemis phoenicosceles EF640405
Plathemis subornata EF640406
Potamarcha congener EF640407
Thermorthemis madagascariensis EU477736
Onychothemistinae Onychothemis testacea EF640408
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Continuagdo

Subfamilia Espécie N° de acesso
Sympetrinae Acisoma panorpoides EF640410
Brachythemis leucosticta EF640412
Bradinopyga cornuta EF640413
Crocothemis nigrifrons EF640415
Crocothemis servilia EF640416
Deielia phaon EF640417
Diplacodes lefebvrei EF640419
Erythrodiplax unimaculata EF640427
Nannodiplax rubra EF640428
Nesogonia blackburni EF640429
Neurothemis tullia EF640432
Pachydiplax longipennis EF640433
Philonomon luminans EF640434
Pseudoleon superbus EF640435
Rhodopygia hinei EF640437
Rhodothemis rufa EU477744
Sympetrum danae EU477740
Sympetrum fonscolombii EF640440
Sympetrum meridionale EU477742
Sympetrum obtrusum EF640443
Sympetrum pedemontanum EF640444
Sympetrum sanguineum EF640445
Sympetrum vulgatum EU477739
Trithetrum navasi EF640448
Tetrathemistinae Malgassophlebia aequatoris DQ021433
Neodythemis africana DQ021435
Notiothemis robertsi EU477725
Tetrathemis irregularis EU477726
Tetrathemis polleni DQ021430
Trameinae Miathyria marcella EF640449
Pantala flavescens EF640450
Rhyothemis imperatrix EU477720
Rhyothemis variegata EF640451
Tholymis tillarga EF640452
Trithemistinae Brechmorhoga mendax EF640453
Dythemis fugax EF640454
Paltothemis lineatipes EF640455
Trithemis arteriosa EF640456
Trithemis aurora EU477749
Trithemis cf africana EU477756
Urothemistinae Macrodiplax balteata EF640459
Macrodiplax cora EU477722
Urothemis cf signata EU477723
Zygonichinae Zygonyx iris EF640461
Zygonyx torrida EU477724
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Tabela 8: Primers utilizados para a amplificacdo e seqlienciamento do fragmento

Primer Sequéncia (5'-3") Referéncia

liblsuFa GTAAGAGTTTAAASGTCGAACAGA Pilgrim & Von Dohlen (2008)
libssuR AGGATTAGATACCCTTTTATTTTAAATG Pilgrim & Von Dohlen (2008)
16S-F TTACGCTGTTATCCCTAA Kambhampati & Charlton (1999)
165-R CGCCTGTTTATCAAAAACAT Kambhampati & Charlton (1999)
lib mtRintF AAAATATAGAGCTTATCCCC Pilgrim & Von Dohlen (2008)

lib ssuRa ATAAGATAAGTCGTAACATAGTAGG Pilgrim & Von Dohlen (2008)

O programa de amplificacdo consistiu em um passo inicial de desnaturagdo a
94°C por 3 minutos, seguido de 39 ciclos a 92°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto (mé-
dia da temperatura de pareamento dos primers utilizados), e 64°C por 1,5 minuto; mais
um passo de extensio final a 72°C por 10 minutos, apds os quais as amostras eram man-

tidas a 4°C até sua retirada do termociclador.

Tabela 9: Concentragdes e volumes (em /) dos reagentes utilizados nas solucdes basicas MIX C e F,
utilizadas na amplifica¢@o do 12S-16S mitocondrial em diferentes espécies.

Reagente Concentracio MIX-C MIX-F
Tampao 1X* 5 5
dNTP 1,6mM 2 4
primer Forward ImM 0,5 0,8
primerReverse ImM 0,5 0,8
MgcCl2 3,0mM 2,5 3
Taq DNA Polimerase 0,10 ** 0,25 0,25
DNA molde 10-30ng 1 1
agua mili-Q - 13,25 10,15

*GoTaq® Flexi Buffer (10mM Tris-HCI, pH 8,3; 50mM KCI);
*#* GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega)

Os produtos das amplificagdes foram visualizados e quantificados por eletrofo-
rese em gel de agarose a 1,5% contendo 0,2pg/ml de brometo de etidio e fotodocumen-

tados utilizando o sistema AlphaDigiDoc® TM AD 1201 (Figura 15).

Sequenciamento do DNA

Os produtos de PCR obtidos foram enviados para purificagdo e sequenciamento
no laboratdério da empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com), localizada na Korea,

de acordo com as especificagdes sugeridas pelo laboratorio (minimo de 20ul por amos-
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tra numa concentracao de 100ng/ql). Foram enviados quatro primers para o sequencia-
mento, sendo um reverse e trés forward: P1-LibssuR, P2-LiblsuFa, P3—16sF e P4-

LibmtRintF (Tabela 8, acima).

Figura 15: Produtos de amplificag@o visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% para quanti-
fica¢do das bandas obtidas.

Alinhamento do DNA

Uma vez obtidas as sequéncias, estas foram avaliadas com o auxilio do progra-
ma Consed (Gordon 2004) (Figura 16), que, juntamente com o programa phredPhrap
(Ewing & Green 1998, Ewing et al. 1998) permite a verificagdo da qualidade dos dados
além de formar os contigs para posterior analise. Apds esta primeira avaliacdo, as se-

quéncias foram alinhadas com o auxilio do programa Muscle (Edgar 2004).

Analises filogenéticas

A andlise Bayesiana foi feita com o auxilio do programa MrBayes (Huelsenbech
& Ronquist 2001). O programa MrModelTest (Nylander 2004) foi utilizado para deter-
minar quais parametros deveriam ser calculados pelo MrBayes. A analise foi feita com
as trés partigoes (rRNA12S, tRNAVal e rRNA16S) em separado e concatenadas. Para
produzir cada arvore, foram geradas 1.000.000 de geracdes com duas corridas, cada
uma contendo 4 cadeias, uma fria e trés quentes. Depois de produzidas, as arvores fo-

ram comparadas através do teste de Shimodaira-Hasegawa (1999).
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Figura 16: Exemplo de visualizagdo de cromatogramas no programa Consed (Gordon 2004).

Estimativa do tempo de divergéncia entre as espécies

Para calcular os tempos de divergéncia entre as espécies dentro da familia Libel-
lulidae, foi utilizado o programa BEAST (Drummond & Rambaut 2007), que se baseia
em andlise bayesiana e estima o tempo de divergéncia das espécies a partir da calibragao
de alguns nés da arvore (Drummond & Rambaut 2007). A calibragdo foi feita através de
registros fosseis datados presentes na literatura (Tabela 10). Foram calculadas 50 mi-
lhdes de geragdes, com as configuragdes padrio (default) do programa. O modelo de
evolucdo utilizado foi o Speciation: Yule Process, recomendado quando a datagdo ¢
feita em grupos que contém diferentes espécies. O arquivo gerado pelo BEAST foi ana-
lisado pelo pacote TRACER (Rambaut & Drummond 2007), que fornece uma ferra-
menta grafica para analises de arquivos gerados por MCMC. A datacdo obtida para cada
n6 foi utilizada na constru¢do de uma arvore linearizada, que ¢ uma representacao es-
quematica, onde as espécies atuais sdo alinhadas a direita e a divergéncia entre elas o-

bedece a datacdo estimada e tem tamanho proporcional a escala de tempo utilizada.
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Tabela 10: Datacdes de fosseis utilizadas para a calibracdo das divergéncias entre os nés. MAA — mi-
lhdes de anos atras.

Idade (MAA)
No6 Referéncia com a evidéncia fossil
Maxima Minima
Gomphidae - 190 Misof (2002)
Libellulidae 131,5 94,5 Fleck et al. (1999)
Corduliidae 134 131,5 Jarzembowski & Nel (1996)
Libellula 36 25 Artiss et al. (2001)

Resultados

Analises filogenéticas

O alinhamento das sequéncias das particdes génicas (rRNA12S, tRNAVal e rR-
NA16S) resultou em 1907 sitios alinhados, dos quais 1881 sdo variaveis. Foi feita a
exclusdo de partes duvidosas, provavelmente regides loops, em que o alinhamento ¢
incerto. A arvore consenso obtida pela inferéncia bayesiana (Figura 17) utilizando as
trés parti¢des génicas (rRNA12S, tRNAVal e rRNA16S) concatenadas nao foi diferente
das arvores resultantes de cada uma das diferentes particdes em separado, portanto ape-

nas uma topologia foi apresentada neste trabalho.

A figura 17 sugere que, considerando Gomphidae como grupo externo, seguindo
os resultados de Misof (2002), Corduliidae aparece como grupo irmao de Libellulidae,
com alta probabilidade posterior (PP = 1). Apos a separagao de Corduliidae, todas as
espécies de Libellulidae agruparam em um grupo monofilético (PP = 1). Dentro de Li-
bellulidae, a maioria dos grupos recentes (mais a direita da figura) apresentou altos va-
lores de probabilidade posterior (PP), enquanto os ramos mais profundos (mais a es-
querda) permaneceram sem resolucao, formando uma politomia e com baixos valores de

PP.

55



Ophiogomphus severus

Stylurus amnicola Gom ph Idae
1.00 Somatochlora flavomaculata =
—._—‘ﬂenea Corduliidae
1.00 Epitheca bimaculata

Nannothemis bella B
— Rhodopygia hinei

— Erythemis haematogastra
Erythemis spp.

Acisoma panorpoides

w

Rhodothemis rufa
1.00 Porpax risf
Zygonyx spp.
Chalcostephia flavifrons
. . Trithetrum navasi
Libellulidae Idiataphe cf amazonica

l———— Urothemis cf signata
100 Macrodii

Macrodiplax spp.

N Notiothemis robertsi
1.00 Tetrathemis spp.
Dythemis fugax
_100|—|— Brechmorhoga mendax
1.00 Paitothemis lineatipes
Tramea binotata
1.00 [ Miathyria marcella
1.00 Tauriphila xiphea

Brachy cf furcata
0.99 Diastatops obscura
Perithemis spp.
f—— Planiplax phoenicura
0.54 1.00—— Brachymesg spg.
P-4 Pachydiplax longipennis
Micrathyria didyma

1.00 E Micrathyria artemis
Nephepeltia phryne
1.00 0.9 Micrathyria spp.

Micrathyria spp.

=N @

c

&

—

L1

L

mnl

L

w

w

Bradinopyga cornuta

Nannodiplax rubra

_31 Pseudoleon superbus
Neurothemis tullia

= Erythrodiplax spp.

Philonomon luminans
— T — Dipiacodes lefebvrei
062 ‘"————— Crocothemis spp.

(2]

100 Brachythemis leucosticta
Tholymis tillarga

Deielia phaon
—— Pantala flavescens
Mal phlebia aequatoris
057 _L‘: Elasmothemis cannacrioides
1.00 Onychothemis testacea
Trithemis spp.
Uracis infumata

vod Ladona depressa

—E Oxythemis phoenicosceles
Ladona fulva

Lyriothemis elegantissima

0.89
071} s, Plathemis subornata

Orthetrum pruinosum
Orthetrum sabina
e Orthetrum albistylum
0.58 Potamarcha congener Li
0.63 Orthetrum brunneum

Neodythemis afficana ~ Tel
Thermorthemis madagascariensis

W S0z v-e

Agrionoptera insignis
Lathrecista asiatica
Cratilla metallica
Misagria parana
Orthemis spp.
Libeliula spp. —J
Rhyothemis spp.
Sympetrum fonscolombii
Celithemis spp.
Nesogonia blackburni
Sympetrum spp. ]
Leucorrhinia spp.

rwm ro-

0.1

Figura 17: Arvore filogenética obtida por meio de analise bayesiana. Os valores ao lado dos nés internos
da arvore correspondem as probabilidades posteriores de cada né. A direita dos nomes das espécies estio
relacionadas as respectivas subfamilias. B — Brachydiplacinae, S — Sympetrinae, Z — Zygonichinae, T —
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sentadas pelo nome do género seguido por spp. Os nomes das espécies estdo especificados nas tabelas 6 e
7.
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Ao contrario do que foi encontrado por Pilgrim & Von Dohlen (2008), a subfa-
milia Libellulinae apareceu como um grupo parafilético, que inclui Neodythemis africa-
na, uma espécie pertencente a subfamilia Tetrathemistine. Trés das espécies de Tetra-
themistinae, Notiothemis robertsi, Tetrathemis irregularis € Tetrathemis polleni forma-
ram um grupo monofilético, enquanto Malgassophlebia aequatoris agrupou no grupo
incluindo Trithemistinae + Onychothemistinae. Para facilitar a visualizacdo da arvore,
sempre que todas as espécies do mesmo género agruparam em um grupo monofilético,
o mesmo foi representado por apenas uma delas. Na figura 17, por exemplo, Tethrathe-

mis spp. representa 1. irregularis e T. polleni.

As Unicas subfamilias que apareceram como grupos monofiléticos neste trabalho
foram Zygonichinae e Urothemistinae, no entanto ¢ necessario enfatizar que foram re-

presentadas por apenas 2 e 3 espécies, respectivamente.

Todas as outras subfamilias incluidas no trabalho nao apareceram como grupos

monofiléticos, com representantes espalhados ao longo de toda a topologia.

Estimativa do tempo de divergéncia entre as espécies

A arvore linearizada (Figura 18), com tamanhos de ramos proporcionais aos
tempos de divergéncia, apresenta as medianas do tempo estimado para cada no, cujas
datas estimadas estdo apresentadas na tabela 11. De acordo com as estimativas feitas a
partir dos registros fosseis mostrados na tabela 10, a subordem Epiprocta surgiu ha 190
milhdes de anos atras (MAA). A origem da familia Corduliidae, provavelmente ocorreu
ha 127 MAA. A estimativa do tempo para o ancestral comum mais recente (time to the
most recent common ancestor - TMRCA) entre o ramo das familias Cordullidae e Libel-

lulidae ¢ de 152 MAA, e a estimativa para a origem de Libellulidae ¢ de 122 MAA.
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A figura 18 também evidencia trés periodos onde houve grande diversifica¢ao na
familia, o primeiro ap6s a grande diversificacdo das angiospermas, hd 100 MAA, o se-
gundo apo6s a grande extingdo KT (final do Cretaceo, inicio do Terciario), ha 65 MAA, e

o terceiro durante um resfriamento do Planeta, que ocorreu hé cerca de 30 MAA.

Tabela 11 Valores de estimativas de divergéncia entre cada ramo, obtidos pelo programa BEAST. Os nds
estdo representados na figura 18. MAA — Milhdes de anos atras.

No Data No Data No Data

(MAA) (MAA) (MAA)
1 189,852 18 82,812 35 82,083
2 152,097 19 48,42 36 49,135
3 127,836 20 62,477 37 32,543
4 122,225 21 46,757 38 104,777
5 107,926 22 103,816 39 96,664
6 86,904 23 87,426 40 73,817
7 58,365 24 57,3 41 63,306
8 63,889 25 59,312 42 61,453
9 32,964 26 26,51 43 30,473
10 11,195 27 77,665 44 83,131
11 120,425 28 52,024 45 3,688
12 51,716 29 80,575 46 67,269
13 120,34 30 59,663 47 57,794
14 60,315 31 48,631 48 57,138
15 47,439 32 58,978 49 48,777
16 60,42 33 79,64 50 26,731
17 38,913 34 94,604 51 6,357

Discussdo

Agrupamento de espécies dentro da familia Libellulidae

Conforme ja apresentado por outros trabalhos (Trueman 1996, Misof et al. 2001,
Bechley 2002, Saux et al. 2003, Resende 2005, Ware et al. 2007, Bybee et al. 2008,
Pilgrim & Von Dohlen 2008), a familia Libellulidae apareceu como um grupo monofi-

l1ético bem sustentado. A divisao em subfamilias, no entanto, nao pdde ser recuperada.
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As duas Unicas subfamilias que apareceram como grupos monofiléticos neste trabalho
foram Urothemistinae e Zygonichinae, representadas por apenas 3 e 2 espécies, respec-
tivamente. O trabalho de Pilgrim & Von Dohlen (2008) mostra uma topologia muito
proxima a da figura 17, com a excec¢do da inclusdo de representantes da subfamilia Te-
trathemistinae, da falta de monofiletismo de Urothemistinae (apenas 2 espécies foram
incluidas e ndo agruparam em um mesmo grupo), ¢ do agrupamento das espécies de
Libellulinae, que apareceu como um grupo monofilético. Cabe ressaltar que no presente
trabalho Libellulinae ndo apareceu como um grupo monofilético justamente porque in-
cluiu uma espécie de Tetrathemistinae, subfamilia ndo estudada por Pilgrim & Von Do-

hlen (2008).

As subfamilias propostas por Fraser (1957) ndo foram originalmente definidas
como grupos monofiléticos diagnosticados por sinapomorfias e a maioria das subfami-
lias foi definida por 2 a 4 caracteres de venagdo alar. O problema ¢ que cada um destes
caracteres pode ser compartilhado por pelo menos mais uma subfamilia, e, em alguns
casos, todos os membros de uma subfamilia ndo compartilham todas as caracteristicas
da subfamilia a que pertencem (Pilgrim & Von Dohlen 2008). E possivel que os carac-
teres alares convirjam em diferentes tdxons ou mesmo que se trate de polimorfismo an-
cestral, de modo que sua utilizagdo na subdivisdo taxondmica seja comprometida, uma
vez que tanto a homoplasia quanto o polimorfismo ancestral sdo importantes fontes de

incongruéncia em reconstrugdes filogenéticas (O’hUigin et al. 2002).

E possivel que a subdivisio tradicional em subfamilias possa ainda ser recupera-
da com o uso de mais caracteres, tanto morfologicos quanto moleculares. No entanto,
diante dos resultados aqui apresentados e do historico da classificagdao de Libellulidae, ¢
possivel admitir a hipétese de que esta subdivisdo seja artificial. Por outro lado, a classi-

ficagdo em gé€neros parece mais sustentada, tanto por caracteres moleculares quanto
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morfolégicos. Para certificar-se do monofiletismo dos géneros, porém, serd necessaria a

inferéncia filogenética da familia utilizando mais espécies de cada género.

Datas de divergéncia dentro de Libellulidae
O primeiro fossil conhecido de Libellulidae data entre 94,5 e 131,5 MAA (Fleck

et al. 1999). Neste trabalho, o surgimento da familia foi datado em 122 MAA. Seguindo
as datagdes obtidas, ¢ possivel observar pelo menos trés periodos de grande diversifica-
¢do na familia. O primeiro se iniciou ha aproximadamente 100 MAA e se estendeu até
85 MAA, quando houve um aumento significativo do niumero de espécies de Libelluli-
dae. Este aumento pode ser explicado pelo fato de que ha cerca de 100 MAA houve a
grande diversifica¢do das angiospermas, que por sua vez levou a diversificacdo dos in-
setos fitofagos, e que também pode ter levado a diversificacdo de seus predadores, entre

eles as libélulas.

O ovipositor de Libellulidae ¢ modificado para oviposi¢ao exofitica, ou seja, ndo
depositam seus ovos dentro de tecidos de plantas e sim apenas sobre a planta ou agua.
Provavelmente ocorreu um processo de reducao de carater em seus ancestrais, em res-
posta ao limitado nicho de ambiente aquético durante o Tridssico e ao aumento de pre-
dadores no local de oviposi¢do. Como a oviposi¢do exofitica ¢ mais rapida do que a
endofitica, esse tipo pode reduzir a probabilidade de que o individuo seja predado en-
quanto oviposita. Portanto a oviposi¢ao exofitica pode ter tido sucesso em resposta a
diversificacdo de predadores dos ancestrais de Libellulidae (Ware et al. 2008). E com o
surgimento dessa nova estratégia para depositar seus ovos, Libellulidae pode diversifi-
car em ambientes aquaticos com a diversificacdo de plantas aquaticas, que podem ter
sido utilizadas pelas naiades. Essa associa¢do das ndiades com plantas aquaticas ja foi
encontrada para registros fosseis de espécies de Zygoptera, que foram associadas com

Typha (Nel & Jarzembowski 1999).
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A transi¢do Cretaceo-Terciario (KT) marca o inicio de outra fase de expansio
das espécies de Libellulidae (Figura 18). Trata-se do intervalo de tempo mais bem estu-
dado na histéria da Terra, uma vez que abrange a tltima grande extingdo em massa, ha
cerca de 65 MAA (Brown & Lomolino 2006). Postula-se que, apds grandes extingdes,
varios ambientes ficam vagos, sendo posteriormente ocupados por descendentes das
espécies sobreviventes. Apds o KT a historia nao deve ter sido diferente, e a figura 18

evidencia um aumento expressivo no numero de espécies de Libellulidae apds 65 MAA.

Um aumento do nimero de espécies em um intervalo relativamente curto de
tempo ¢ denominado irradiacdo adaptativa, que ocorre quando um pequeno numero de
espécies ancestrais de um tdxon se diversifica em um niimero maior de espécies descen-
dentes, ocupando uma variedade mais ampla de nichos ecolégicos (Brown & Lomolino
2006). A consequéncia mais conhecida do KT foi a extingdo dos dinossauros, mas este
evento teve também grande impacto nas populacdes e espécies de insetos fitofagos
(Wahlberg et al. 2009), o que provavelmente teve um forte impacto sobre seus predado-

res, dentre os quais as libélulas se destacam.

Outro evento importante na diversificacdo de Libellulidae ocorreu entre o Eoce-
no e Oligoceno (cerca de 34 MAA), quando ocorreu um resfriamento na Terra e flores-
tas umidas foram substituidas por gramados (Willis & McElwain 2002). Esse resfria-
mento foi ocasionado principalmente pela separacdo da Gondwana em América do Sul,
Austréalia e Antartica, permitindo correntes oceanicas frias resfriarem o sul da regido
polar. Com isso, ¢ possivel especular que espécies de areas abertas, dentre elas as per-
tencentes aos géneros Leucorrhinia, Sympetrum, Libellula e Erythemis, possam ter se

diversificado nesse periodo.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que Libellulidae seja uma
familia muito antiga, que sobreviveu a pelo menos uma grande extingdo em massa €

passou por pelo menos trés grandes eventos de diversificagdo. Diante disso, qualquer
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tentativa de classificacdo acima do nivel de géneros pode ser comprometida, uma vez
que ¢ possivel que os elos entre estes géneros tenham se perdido num passado remoto.
As politomias podem resultar de eventos de radiacdo adaptativa e de extingdes, que pre-
judicam a detecgdo das ligacdes entre as espécies atuais °.

Os caracteres de venagdo alar, que sdo os principais caracteres utilizados na
classifica¢do dentro de Libellulidae, podem ser muito importantes em termos de quali-
dade do voo, com isso pode-se inferir que subfamilias diferentes, caso de fato existam,
compartilhem alguns destes caracteres por convergéncia adaptativa. Por outro lado, es-
tes mesmos caracteres podem ter sido mantidos ao longo do tempo, de modo que dife-
rentes géneros (pertencentes a diferentes subfamilias) compartilhem estes caracteres
pela manutengdo de polimorfismo ancestral. E importante lembrar que uma caracteristi-
ca pode ndo se modificar por que ndo houve pressao seletiva que a modificasse ou, de

outra forma, porque houve pressdo seletiva para a manutengao.

E possivel também que estas politomias simplesmente reflitam falta de sinal filogenético das sequéncias
utilizadas. No entanto, todos os trabalhos que tratam de filogenias dentro de Libellulidae apresentam o
mesmo padrdo, o que pode indicar que todas as sequéncias utilizadas até entdo ndo sejam apropriadas ou
que se tratem de politomias reais.
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CONCLUSOES GERAIS

Os dois capitulos apresentados nesta dissertacdo representam diferentes aborda-
gens que podem ser feitas utilizando como base hipoteses filogenéticas, que vém sendo
obtidas para os mais diversos grupos de organismos, utilizando principalmente caracte-
res moleculares. Destaca-se nesta dissertagdo o fato de que a maioria absoluta das se-
quéncias utilizadas terem sido obtidas por meio de bancos de dados, o que permitiu a
inclusdo de espécies que ocorrem em outros continentes, o que seria muito dispendioso

de outra maneira.

No primeiro capitulo, foi apresentada a primeira tentativa de uso de métodos
comparativos no estudo de caracteres comportamentais em Odonata. Mais especifica-
mente, foi possivel relacionar o comportamento de pouso (com asas abertas ou asas fe-
chadas) com o comportamento de forrageio em espécies representativas das diferentes
familias da subordem Zygoptera. Foi ainda possivel tentar explicar ambos os compor-
tamentos em termos de agilidade para o escape de eventuais predadores e capacidade de
se manter criptico a eles. Estas correlagdes ja tinham sido sugeridas antes por Paulson
(2004), que, no entanto, ndo realizou testes de hipdteses, uma vez que os organismos em

estudo sdo aparentados, € ndo podem ser tratados como observagdes independentes.

No segundo capitulo, foi explorada a hipétese de subdivisdo de Libellulidae em
subfamilias. Trabalhos anteriores, também utilizando sequéncias de DNA ou proteinas,
ndo recuperaram tal subdivisdo, e uma das hipoteses para explicar esta falta de defini¢do
seria o fato de que a amostragem de espécies estava incompleta, devido a auséncia de
espécies da América do Sul. Com isso, foram incluidas sequéncias de espécies locais,
no intuito de melhorar a amostragem de espécies. Apesar do aumento da quantidade de
espécies e subfamilias representadas, a filogenia continuou mal resolvida. E possivel

que ainda se trate de um problema de amostragem de espécies ou mesmo da inadequa-
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cdo das sequéncias de DNA até entdo utilizadas, mas isso devera ser estudado em traba-
lhos posteriores. No entanto, uma das hipoteses para que uma filogenia seja mal resol-
vida sdo possiveis eventos de extingdo em massa seguidos de eventos de radiacdo adap-
tativa. Para testar esta hipdtese, seria necessaria uma datacdo dos eventos de especiacao,
o que foi possivel gracas a métodos que permitem a datagdo através da integracdo de
filogenias moleculares com registros fosseis datados. Como resultado, foi possivel cons-
tatar que a familia Libellulidae ¢ bastante antiga, e que os periodos nos quais houve
grandes eventos de radiacdo na familia de fato coincidem com a diversificagdo de angi-
ospermas (100 MAA), com a extingdo KT (65 MAA) e com o resfriamento da Terra

entre o Eoceno e o Oligoceno (34 MAA).

Apesar de ser um grupo com amplas possibilidades para estudos evolutivos, por
conter alta variabilidade tanto morfologica quanto de estratégias comportamentais, estu-
dos em Odonata que visem testes de hipoteses para esclarecer questdes evolutivas sdo
bastante escassos. De fato, pelo menos do que pode ser levantado para este trabalho, ndo
ha estudos envolvendo métodos comparativos para testes de hipdteses de comportamen-
tos em libélulas e o unico trabalho envolvendo alguma tentativa de datagdo da diversifi-
cacdo dentro da ordem (Ware et al. 2008) se baseou em uma subamostragem dos regis-

tros fosseis disponiveis, comprometendo as conclusdes.

Este ¢ o primeiro resultado de uma série de estudos envolvendo membros da or-
dem Odonata, que se destinam a compreender, por meio de testes de hipdteses, a evolu-

¢do de diferentes comportamentos e caracteres morfologicos.
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