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RESUMO

Membros de Bethylidae (Chrysidoidea; Apoidea) sdo vespas parasitdides com um papel
ecoldgico importante por atuar no controle populacional de coledpteros e microlepiddpteros. A
familia possui distribui¢do mundial e, pelos registros fésseis, comecou sua diversificacdo no
Cretdceo Tardio. Sua classificacdo € controversa e passou por vdrias mudangas desde sua
descri¢do por Halliday em 1839. Atualmente sdo reconhecidas cinco subfamilias viventes
(Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae e Mesitiinae) e uma subfamilia féssil
(Lancepyrinae) alocados em 102 géneros, sendo 89 viventes. Estudos prévios mostram que
marcadores moleculares associados com dados morfoldgicos auxiliam no entendimento das
relacdes filogenéticas em Hymenoptera e na classifica¢do e criagdo de hipdtese sobre origem e
diversificacdo de clados. O presente trabalho utilizou sequéncias de dois genes mitocondrias
(subunidade menor 16S do gene ribossomal e citocromo oxidase I) e de um gene nuclear
(subunidade maior 28S do gene ribossomal), individualmente ou concatenadas, para inferir as
relacdes entre membros de Bethylidae em diferentes niveis hierdrquicos, além de estimar o local
e a idade de divesificacdo das principais linhagens de Bethylidae. A estimativa de tempo de
divergéncia foi utilizada para datar a cladogenese das principais linhagens de Bethylidae. Para a
determinacdo do local de diversificacdo dessas linhagens foi realizada uma estimativa baseada
em eventos histéricos de divergéncia e vicariancia. Nossos dados corroboraram a monofilia de
Bethylidae e das subfamilias Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae e Mesitiinae, além do
agrupamento formado por Scleroderminae + Mesitiinae. O compartilhamento do ancestral
comum mais recente entre Bethylidae e Chrysidoidea foi datado em aproximadamente 139
milhdes de anos atrds (m.a.a.) e a separagdo de Bethylidae em duas linhagens principais ha
aproximadamente 130 m.a.a. Os dados de reconstrucdo das dreas ancestrais apontam para o
surgimento da linhagem que parasita lepiddptera na drea que compreendia Austrélia e India-
Madagascar, enquanto a origem da linhagem que parasita coledptera foi indicada na regido
sudeste do continente Godwanico, atualmente correspondente a India, Madagascar e Aribia.
Dentro de cada subfamilia alguns grupos foram destacados como resolvidos taxonomicamente,
enquanto que para outros grupos foi evidenciado a necessidade de estudos moleculares e
morfologicos mais detalhados para a delimitagdo taxondmica e elucidagdo das relacdes
filogenéticas. Em Bethylinae, os géneros Lytopsenella e Eupsenella foram recuperados como
grupo-irméo e basal aos demais géneros. Goniozus € polifilético e deve representar mais de um
género. A subdivisdo de Pristocerinae em linhagens bem definidas foi congruente com
sinapomorfias morfoldgicas apontadas para o grupo. Pristocera foi recuperado como
parafilético em relacdo Kathepyris, levantando questdes sobre a identidade desses dois géneros.
Epyrinae e Scleroderminae tiveram um histérico taxondmico contubardo, e a filogenia

molecular apresentou a necessidade de estudos filogenéticos mais aprofundados. Em Epyrinae,



o género Epyris foi recuperado como polifilético. Em relacdo a Scleroderminae, a posicdo do
género Discleroderma € incerta e os géneros Glenossema, Tuberepyris e Solepyris foram
incluidos em Epyrinae e ndo em Scleroderminae como preconizam os estudos baseados em
morfologia. A subdivisdo em tribos de Mesitiinae nio foi recuperada, sendo considerado um
arranjo artificial. A incorporacdo da ferramenta molecular trouxe uma nova abordagem nos
estudos cladisticos e se mostrou eficiente em recuperar os arranjos propostos cem anos atras por
Kieffer, assim como revelou relacdes inéditas na literatura. Acreditamos que o panorama atual
traz novas perspectivas para estudos cladisticos em Bethylidae, indicando novas abordagens e
grupos a serem investigados com estudos morfolégicos e moleculares mais robustos e

especificos.



ABSTRACT

Bethylidae (Chrysidoidea; Apoidea) are parasitoids wasps that play important ecological roles,
such as populational control of beetles and micromoths. This family presents a world wide
distribution and according to fossil data its diversisfication started during the late Creataceous.
The taxonomy of this group is controversial and has been through many modifications since its
description by Halliday, in 1839. Currently there are recognized five living subfamilies
(Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae and Mesitiinae) and one fossil subfamily
(Lancepyrinae) placed in 102 genera of which 89 are extant. Previous studies have indicated
that the association of molecular markers with morphological data are helpful to understand the
phylogenetic relations in Hymenoptera; in elucidating its classification and for the elaboration
of hypothesis about the origin and diversification of the clades. In the present work, we used
sequences of two mitochondrial genes (small subunit of the ribosomal 16S and cytochrome
oxidase subunit I) and one nuclear gene (large subunit of the ribosomal 28S). The sequences
were analysed individually or concatenated to infer the relationships within the members of
Bethylidae in different hierarchic levels besides estimating the region and age of diversification
of the main lineages of the family. Divergence time estimates were used to date the cladogenesis
of the main lineages of Bethylidae. In order to determine where the lineages diverged we
elaborated an estimative based on historical events of divergence and vicariance. Our data
corroborate the monophyly of Bethylidae and of the suffamilies Pristocerinae, Epyrinae and
Mesitiinae, besides the group composed of Scleroderminae + Mesitiinae. The sharing of the
most recent common ancestor between Bethylidae and Chrysidoidea happened about 139
million years ago and the splitting of Bethylidae into two main lineages took place about 130
million years ago. Data about the reconstruction of the ancestral areas point to the emergence of
the lineage that parasites Lepidoptera in the area comprised between Australia and India-
Madagascar, while the origin of the lineage that parasites Coleoptera was pointed to the
southeastern region of the Gondwana continent, which would correspond today to India,
Madagascar and Arabia. Some groups were outlined within each subfamily for not being well
resolved taxonomically, while for other groups it was evidenced the need for more detailed
molecular and morphological studies to delimit taxonomic units and to elucidate phylogenetic
relationships. In Bethylinae the genera Lyfopsenella and Eupsenella were recovered as sister
and basal-group of all other genera. Goniozus is poliphyletic and should be represented for more
than one genus. The subdivision of Pristocerinae into well defined lineages was congruent with
morphological sinapomorphies of the group. Pristocera was recovered as paraphyletic in

relation to Kathepyris, raising questions about the identity of these two genera. Epyrinae and



Scleroderminae have had a confusing taxonomic history and the molecular phylogeny
demonstrated the need for deeper phylogenetic studies. In Epyrinae, Epyris was recovered as
polyphyletic. In Scleroderminae, the position of Discleroderma is uncertain and the genus
Glenossema, Tuberepyris and Solepyris were included in Epyrinae and not in Scleroderminae as
prescribed in morphology-based studies. The subdivision of Mesitiinae into tribes was not
recovered, being considered an artificial cluster. The incorporation of a molecular tool brought
new insights in cladistics studies and demonstrated to be efficient in recovering the clusters
proposed 100 years ago by Kieffer and additionally revealed unpublished relationships. We
believe that the current scenario brings fresh perspectives into cladistics studies, indicating new
approaches and groups to be investigated using more robust and specific morphological and

molecular approaches.
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ORDEM HYMENOPTERA

Reconhecida como um dos mais numerosos grupos de insetos, a ordem Hymenoptera
possui atualmente mais de 100 mil espécies descritas em 22 superfamilias e é composta por 94
familias (Davis et al., 2010; Heraty et al., 2011). Alguns autores sugerem que esta ordem
compreenda entre 600 mil a 1,2 milhdes de espécies (Grimaldi & Engel, 2005), excedendo em
nimero de espécies as ordens Lepidotera, Diptera e equivalendo a Coleoptera (Gaston, 1991;
Hanson & Gauld, 1995). Os himendpteros sdo muitas vezes divididos em grupos para facilitar a
discussdo de sua biologia e ecologia. A divisdo mais tradicional era feita entre Symphyta e
Apocrita (Figura 1.1). Os agrupamentos Symphyta e Apocrita eram considerados subordens de
Hymenoptera. Porém, desde o reconhecimento da natureza parafilética de Symphyta
(Koningsmann, 1977), o tratamento de subordem € evitado, embora ainda seja tradicionalmente

utilizado (Sharkey, 2007).

Os “Symphyta” sdo caracterizados por serem fit6fagos quando larvas e pela auséncia da
constricdo abdominal entre o primeiro e o segundo segmento abdominal (wasp-waist). Membros
do grupo ocorrem em todos os continentes, com excecdo da Antértida e ilhas isoladas como
Pacifico e Havai e € composta por aproximadamente 10 mil espécies (Krombein et al., 1979;
Goulet & Huber, 1993). Os membros de Symphyta se alimentam de pdlen e folhas, com
subsequente transi¢do para tecidos vegetais mortos, com excecdo de Orussidae que apresentam

habito parasitéide (Rasnitsyn, 2002; Sharkey, 2007).

O trabalho de Rasnitsyn (1988) foi o ponto inicial do estudo filogenético em
Hymenoptera. Ele foi o primeiro a sugerir Symphyta como parafiléticos em relagdo aos
Apocrita, e reconhecer Orussidae como grupo-irmdo de Apocrita, implicando em uma unica
origem para o modo de vida parasitdide. Nesse trabalho, Rasnitsyn (1988) sugeriu a existéncia
do clado Vespina formado por Orussidae+Apocrita. Vérios trabalhos posteriores confirmaram a
parafilia de Symphyta e a monofilia de Vespina (Rasnitsyn & Zhang, 2010; Ronquist et al.,
1999; Schulmeister, 2003a, b; Vilhelmsen, 2006; Vilhelmsen et al., 2010). O recente trabalho

com dados moleculares de Heraty er al. (2011) d4 suporte a monofilia de Vespina e o

surgimento unico do modo de vida parasitéide.
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Figura 1.1. Sumdrio das relagdes filogenéticas a partir de dados morfolégicos para niveis
hierdrquicos superiores de Hymenoptera, modificada de Davis ef al. (2010), indicando a origem

das sinapomorfias de cada agrupamento.

O agrupamento Apocrita compreende a maioria das espécies descritas de Hymenoptera,
cerca de 80 mil (Davis et al., 2010), e é caracterizado pela constri¢do abdominal formando uma
“cintura de vespa” tipica e tradicionalmente dividida em dois grupos: Parasitica e Aculeata que
se equivalem em nidmeros de espécies descritas (Sharkey, 2007). O grupo Parasitica conta com
48 familias, com ocorréncia mundial, distribuidas em 10 superfamilias: Ceraphronoidea,
Chalcidoidea, Cynipoidea, Evanioidea Megalyroidea, Mymarommatoidea, Proctotrupoidea,
Stephanoidea Trigonalioidea e Ichneumonoidea (Davis et al., 2010; Sharkey, 2007). A maioria

das espécies € parasitéide, existindo também espécies fitéfagas e predadoras (Gaston, 1991).

O grupo Aculeata possui 28 familias distribuidas entre trés superfamilias: Apoidea (11
familias), Vespoidea (10 familias) e Chrysidoidea (sete familias), seus membros sdo
reconhecidos popularmente por abelhas, formigas e vespas com ferrdo (Brady et al., 2009). O

grupo € caracterizado pela presenca de ferrdo nas fémeas desenvolvido a partir de modifica¢des
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do ovipositor. As espécies podem ser predadoras, no caso das vespas, ou alimentam-se de pdlen,
no caso das abelhas. O parasitoidismo € comum nos Chrysidoidea, considerados o grupo mais

basal de Aculeata (LaSalle & Gauld, 1992).

Os himendpteros formam o agrupamento mais diverso biologicamente dentro de Insecta
(Gaston, 1991). E o segundo grupo que mais apresenta insetos eusociais; sdo os principais
polinizadores de plantas; e os himendpteros parasitéides, importantes no controle biolégico, sdo

insetos chave no ecossistema (La Salle & Gauld, 1993).

Apesar de o entendimento da evolucdo desses comportamentos complexos dependerem
de uma filogenia robusta, as relagdes filogenéticas entre as superfamilias de Hymenoptera ainda
ndo sdo compreendidas, principalmente nas diversas linhagens parasiticas, sendo alvo de

intensos estudos taxondmicos e filogenéticos (Dowton & Austin, 1994).

Antes de 1970, ndo era comum a classificacdo refletir a filogenia, porém as relacdes
dentro de Hymenoptera vém sendo discutidas hd tempo. Ashmead (1896) foi o primeiro a
publicar uma filogenia de Hymenoptera, apesar de ndo terem sido empregados métodos
cladisticos (Figura 1.2). Rasnitsyn (1969, 1980, 1988) e Konigsmann (1976, 1977, 1978a, b)
foram os primeiros a empregar métodos cladisticos para propor hipéteses filogenéticas para

Hymenoptera.

Dowton & Austin (1994) realizaram o primeiro trabalho filogenético utilizando dados
moleculares de Hymenoptera. Os autores utilizaram a sequéncia da subunidade 16S do gene
ribossomal e muitas relagdes ndo puderam ser resolvidas. Mais tarde, Dowton & Austin (2001)
fizeram a primeira andlise filogenética em Apocrita utilizando vérios genes (16S rDNA, 28S

rDNA e COI).

Recentemente, Heraty et al. (2011) realizaram um trabalho extenso baseado em
aproximadamente 7 kilobases de quatro regides génicas (18S rDNA, 28S rDNA, COI e EF-1a)
representando todas as superfamilias. O trabalho forneceu a primeira evidéncia molecular para a
monofilia de Vespina (Orussoidea+Apocrita) e corroborou a monofilia de Apocrita, mas nio
conseguiu determinar a posi¢ao de Orussidae, podendo estes ser alocados como grupo-irmdo de
Apocrita ou como grupo-irmao de Stephanidae dentro de Apocrita. Ambos os resultados dao
suporte a origem unica do parasitoidismo em Hymenoptera, porém o dltimo implica em uma

controversa reversao na evolucao da constricao no abdome do tipo wasp-waist.
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Figura 1.2. Primeira hipétese filogenética para Hymenoptera proposta por Ashmead (1896, p.328)

PARASITOIDISMO

O parasitoidismo € um mecanismo semelhante ao parasitismo, exceto no fato de o
hospedeiro ser morto. Um parasitéide pode ser definido como “um organismo que se
desenvolve em um tnico hospedeiro, extrai nutrientes do mesmo e o mata como resultado direto

ou indireto de seu desenvolvimento” (Eggleton & Gaston, 1990).

Em fung¢do do local de deposi¢cdo dos ovos, esses insetos podem ser classificados como
endoparasitdides ou ectoparasitdides, quando os ovos sdo depositados no interior ou sobre os
hospedeiros, respectivamente. Os hospedeiros frequentemente sdo ovos, larvas ou imagos
adultos de outros insetos. Essa caracteristica reprodutiva confere aos parasitéides a propriedade
de regular as populacdes de outros insetos, interagindo em varios niveis tréficos, com um papel
importante no equilibrio dos ecossistemas (Santos & Quicke, 2011). Os parasitddes também
podem ser divididos quanto ao modo de ataque ao hospedeiro, sendo considerados idibiontes
quando induzem a paralisacdo do desenvolvimento do hospedeiro, ou cenobiontes, quando
permitem a continuacdo do desenvolvimento do hospedeiro apds a postura dos ovos

(Pennacchio & Strand, 2006).
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Segundo Pennacchio & Strand (2006), insetos parasitides ocorrem nas ordens
Coleoptera, Lepidoptera, Trichoptera, Neuroptera sendo mais comum na ordem Hymenoptera,

cujas estimativas indicam que as vespas parasitéides podem representar 10 a 20% dos insetos.

De fato, cerca de 75% das espécies de Apocrita sdo parasitédes de outros insetos
durante o periodo larval. Durante a fase adulta possuem vida livre e se alimentam geralmente de
néctar e pélen (Goulet & Huber, 1993). O hédbito de vida parasitdide parece ter evoluido apenas
uma vez na evolu¢do dos Hymenoptera (Figura 1.1), a partir de um grado basal de familias

fit6fogas, surgiu um tnico clado de Hymenoptera parasita “Vespina” (Heraty et al., 2011).

Acredita-se que essa especializagdo parasitéide-hospedeiro levou a uma radiacio
explosiva em ‘‘Parasitica’” (Heraty et al., 2011). A partir desse comportamento parasitdide,
outras formas de comportamentos surgiram em Apocrita, como a predacdo e o desenvolvimento
do socialismo, ocorrendo também reversdo a fitéfagos comedores de poélen e formadores de

galhas (Eggleton e Belshaw, 1992; Heraty, 2009).

Dentro de Aculeata, o socialismo evoluiu independentemente em vdrias linhagens
dentro de Vespoidea e Apoidea, comportamento que evoluiu do hdbito de vida parasitéide,

mantido em Chrysidoidea, o grupo mais basal dentro de Aculeata.

SURGIMENTO DE ACULEATA

O f6ssil mais antigo de Aculeata € datado do Juréssico tardio (~146 m.a.a.) (Rasnitsyn,
2002). Todas as trés superfamilias modernas de Aculeata apresentam um extenso registro fossil
no Cretédceo superior. Através de estimativa de divergéncia com dados moleculares, Brady et al.
(2009) sugerem que as superfamilias de Aculeata comecaram a diversificar no Cretdceo médio,
por volta de 170 m.a.a. Dentro de Chrysidoidea, todas as subfamilias apresentam registros
fosseis no Cretdceo superior (Engel & Grimaldi 2006; Rasnitsyn 2010; Azevedo & Azar 2012).
De acordo com Brothers (2011), € possivel supor que as familias mais basais de Chrysidoidea
tiveram uma distribui¢do Gondwanica, uma vez que as reconstrugdes paleogeograficas mostram
que a América do Sul, Antartica, Austrilia e India-Madagascar permaneceram ligadas na maior
parte do Cretdceo tardio até, pelo menos, 80 m.a.a. (Hay et al., 1999). Para Bethylidae, existem
relatos de 45 fdsseis descritos, sendo o fossil mais antigo pertencente a subfamilia
Lancepyrinae, recentemente descrita por Azevedo & Azar (2012), datando do periodo Cretdceo

Barremiano (~125 m.a.a.). Ainda ndo foram realizados estudos biogeograficos ou estimativas de

tempo de divergéncia das subfamilias de Bethylidae. Uma vez que se determine o ancestral
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comum de um clado e é conhecida sua idade, poderdo ser realizadas comparagdes e inferéncias
sobre a cladogénese e riqueza das espécies. Geralmente, a riqueza de espécie aumenta com o
tempo e, assim, a riqueza de um tdxon sé pode ser identificada como an6mala se a sua idade

absoluta ou relativa € conhecida.

FAMILIA BETHYLIDAE (HYMENOPTERA, CHRYSIDOIDEA)

Chrysidoidea sdo compostos por aproximadamente de 8.000 espécies (levantamento
proprio) e subdividida em sete familias viventes (Chrysididae, Dryinidae, Embolemidae,
Plumariidae, Sclerogibbidae, Scolebythidae e Bethylidae) e uma féssil (Plumalexiidae),

apontada como a mais basal dentro de Chrysidoidea (Brothers, 2011).

A familia Bethylidae atualmente é composta por 2481 espécies, amplamente distribuida
desde os tropicos até as regides subdrticas do mundo (Terayama, 2003a). A histéria da
taxonomia de Bethylidae remete ao comeco do século XIX. Panzer (1801) descreveu Bethylus
hemipterus (descrito como Tiphia hemiptera). Em 1802, Latreille estabeleceu o género Bethylus
baseado na espécie de Panzer. Até 1850 mais cinco géneros foram descritos: Pristocera Klug,
1808; Sclerodermus Latreille, 1809; Epyris Westwood, 1832; Cephalonomia Westwood, 1833 e
Calyoza Westwood, 1837. A definicdo desses géneros foi instdvel devido a incompletude da

classificagdo de Hymenoptera no nivel de familia e subfamilia durante o século XIX.

O nome Bethylidae foi utilizado pela primeira em 1839 por Halliday. Forster (1856)
usou o termo Bethyloidea para o mesmo grupo tratando-os como superfamilia. Em 1883
Cameron incorporou a subfamilia Bethylinae na familia Proctotupoidae. Dalla Torre (1898)
dividiu a subfamilia de Cameron em duas subfamilias, Bethylinae e Pristocerinae. Ashmead

(1902) tratou o grupo novamente como familia, voltando a empregar o termo Bethylidae.

A sistemdtica de Bethylidae é bastante confusa, existindo muita controvérsia sobre o
nimero de subfamilias existentes, bem como as relagdes entre as subfamilias (Carr et al., 2010),
podendo variar de quatro a sete, dependendo da classificagdo adotada. Terayama (2003b) e
Lanes & Azevedo (2008) consideraram sete subfamilias (Bethylinae, Epyrinae, Pristocerinae,
Mesitiinae, Protopristocerinae, Galodoxinae e Afgoiogfinae), enquanto trabalhos mais recentes
(Alencar & Azevedo, 2013; Azevedo & Azar, 2012) consideram somente cinco subfamilias
viventes (Bethylinae, Epyrinae, Mesitiinae, Pristocerinae e Scleroderminae) e uma fdssil

(Lancepyrinae).
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O parasitoidismo de Bethylidae acontece principalmente em larvas de Coleoptera e
microlepidoptera (Finnamore & Gauld, 1995; Azevedo, 1999). Por matarem seus hospedeiros,
que muitas vezes estdo associados com plantacdes humanas, é natural que muitos Bethylidae
tenham sido indicados como bons agentes para o controle biolégico de pragas (Gordh, 1982,

1984; Legner & Gordh, 1992).

Todo o estudo de sistemdtica de Bethylidae realizado até 2010 foi baseado em dados
morfolégicos, com exce¢do de Carr et al., 2010 que utilizaram dados moleculares para estudar
as relacdes entre as subfamilias. Embora amplamente utilizado, sabe-se que caracteres
morfolégicos, de modo geral, sdo passiveis de convergéncia adaptativa (Scotland et al., 2003),
levando a reconstrug¢do de hipdteses evolutivas incorretas (Hedges & Sibley, 1994; Gatesy et
al., 1996). Em vespas parasitéides, em especial, € comum encontrar convergéncia de estruturas
entre diferentes espécies, em decorréncia da adaptacdio ao mesmo tipo de hospedeiro ou
ambiente (Ronquist, 1994; Quicke et al., 2003). Membros da familia Plumariidae possuem
morfologia atipica: os machos possuem asas amplas com nervagdo rica e nervuras acessorias
bem desenvolvidas na membrana apical similar a muitos Mutillidae (Vespoidea) e
Heterogynidae (Apoidea), o que levou Brothers (1974), equivocadamente, a relacionar esta

ultima com Plumariidae.

Devido ao dimorfismo sexual, muitas vezes se torna dificil a associagdo de fémeas. A
confusdo chega a tal complexidade que a fémea descrita como Plumaroides tiphlus Diez, 2008
(Plumariidae) foi reposicionada por Quintero & Cambra (2010) dentro do género
Pseudisobrachium Kieffer, 1904 (Bethylidae). Frequentes confusdes na alocacdo de espécies,
até mesmo no nivel de subfamilia, mostram a complexidade e a dificuldade de identificacdo
morfolégica de alguns exemplares. O género de Bethylidae Foenobethylus Kieffer, 1913
permaneceu por quase um século classificado como incertae sedis (Gordh & Moéczar 1990). A
fémea de Foenobethylus é desconhecida e, como proposto por Varkonyi & Polaszek (2007),
devido ao alto dimorfismo em Pristocerinae é possivel que a fémea ja seja conhecida para a

ciéncia sob um nome genérico diferente.

Nos casos de adaptacdes morfoldgicas associadas ao nicho que levaram a perdas
excessivas de caracteristicas, principalmente nas espécies de Bethylidae denominadas
mirmecdfilas, como por exemplo, Rhabdepyris myrmecophilus Kieffer, 1904 e espécies de

habitat restrito como as fémeas de Pristocerinae, a confusao na identificagao € ainda maior.

Em contraposi¢do, genes ndo sofrem convergéncia devido ao modo de vida ou habitat e
fornecem um nidmero extremamente maior de caracteres quando comparados com uma matriz
de caracteres morfoldgicos. Muitos arranjos propostos com resolugdes limitadas e baseados em

dados morfolégicos representam um ponto de partida para andlises de sequéncias de DNA
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(Scotland et al., 2003). Dados moleculares tém importancia inestimdvel para identificar espécies
cripticas (duas ou mais espécies classificadas como uma, por suas semelhangas morfoldgicas).
Em diversos grupos de Hymenoptera (ex. Apidae, Icheneumonidae, Chalcidoidea) foram
encontrados complexos de espécies cripticas através do uso de ferramentas moleculares

(Carolan et al., 2012; Haine et al., 2006 e Veijalainen et al., 2011)

Apesar das vantagens, a abordagem molecular tem algumas limitacdes, pois genes
diferentes podem gerar sinais filogenéticos conflitantes na mesma andlise por razdes bioldgicas
e analiticas por motivos como a escolha do critério de otimizagdo, utilizacdo de genes pardlogos,
saturacdo mutacional e atragdo de ramos longos e transferéncia lateral de genes, entre outros
(Hillis & Wiens, 2000; Sota & Vogler, 2001; Taggart et al., 2001; Gribaldo & Philippe, 2002).
Consequentemente, nem todas as partes do genoma necessariamente contribuem para a precisao
filogenética. Além do exposto acima, dados moleculares ndo podem ser aplicados em estudos

envolvendo organismos fésseis.

A melhor abordagem deve fazer interagir dados morfol6gicos e moleculares, podendo
ser realizada tanto uma anélise para identificar os pontos de incongruéncia entre os conjuntos de

dados ou uma andlise combinada (Queiroz et al., 1995).

OBJETIVO DO PRESENTE ESTUDO

Considerando algumas questdes pendentes de sistemdtica de Bethylidae, o presente
estudo aborda dois topicos utilizando dados moleculares de genes mitocondriais e nucleares, 0s

quais serdo apresentados em dois capitulos, cada qual com o objetivo especifico, como se segue:

Capitulo 1. Testar a monofilia das subfamilias de Bethylidae, bem como recuperar as
relagdes hierdrquicas entre elas; estimar a idade do surgimento de Bethylidae e o periodo de

diversificacdo das subfamilias.

Capitulo 2. Avaliar as relacdes filogenéticas dentro de cada subfamilia e verificar a

congruéncia com estudos morfoldgicos.
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RESUMO

Bethylidae (Chrysidoidea; Apoidea) sdo vespas parasitdéides com um papel ecoldgico
importante por atuar no controle populacional de coledpteros e microlepidopteros. A familia
possui distribuicdo mundial e, pelos registros fosseis, comecou sua diversificacdo no Cretdceo
tardio. Sua classificagdo é controversa e passou por varias mudangas desde sua descri¢do por
Halliday em 1839. A primeira proposta cladistica para a familia foi apresentada por Kieffer
(1914) que propds a existéncia de cinco linhagens distintas em Bethylidae, na época clasificadas
como tribos. Atualmente sdo reconhecidas cinco subfamilias viventes (Bethylinae,
Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae e Mesitiinae) e uma subfamilia fossil (Lancepyrinae),
alocados em 102 géneros, sendo 89 viventes. Estudos prévios mostram que marcadores
moleculares associados com dados morfoldgicos auxiliam no entendimento das relagdes
filogenéticas em Hymenoptera, na classificagdo e na criacdo de hipdtese sobre origem e
diversificacdo de clados. O presente trabalho utilizou sequéncias de dois genes mitocOndrias
(16S rDNA e citocromo oxidase I) e de um nuclear (28S rDNA) e 50 géneros de Bethylidae
representando as cinco subfamilias viventes reconhecidas atualmente com o objetivo de
recuperar as relagdes entre as subfamilias, estimar o tempo de divergéncia desses tdxons através
de relégio molecular, reconstruir a biogeografia histérica da familia e estimar o local da
diversificacdo das principais linhagens de Bethylidae. Nossos resultados recuperaram a
topologia (Bethylinae + (Pristocerinae+ (Epyrinae + (Scleroderminae +Mesitiinae)))) e, como
previamente proposto por Kieffer cem anos atrés, a existéncia de cinco linhagens distintas para
a familia. Nossos dados corroboraram a monofilia de Bethylidae e das subfamilias Bethylinae,
Pristocerinae e Epyrinae. Bethylinae € a subfamilia mais basal. A separacao de Scleroderminae
e Epyrinae € confirmada, encerrando definitvamente a proposta do passado de que fossem tribos
dentro de Epyrinae. O agrupamento entre Scleroderminae e Mesitiinae, j4 sugerida previamente
por dados moleculares, ¢ mantida, levantando questdes sobre possiveis sinapomorfias para esse
arranjo. O compartilhamento do ancestral comum mais recente entre Bethylidae e Chrysidoidea
foi datado em aproximadamente 139 milhdes de anos e a separacdo de Bethylidae em duas
linhagens principais foi datada acontecendo hd aproximadamente 130 milhdes de anos. A
linhagem que parasita lepidoptera representada por Bethylinae teve sua origem na drea que
compreendia Austrilia e India-Madagascar. A linhagem que parasita coledptera formada por
Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae e Mesitiinae tivereram seu ponto de origem na regido
sudeste do continente Godwanico, regiio que atualmente compreende a India, Madagascar e

Arabia, congruente com um cendrio de diversificacao adaptada ao hdbito parasitico.
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ABSTRACT

Bethylidae (Chrysidoidea; Apoidea) comprises parasitoids wasps that play important
ecological roles, such as populational control of beatles and micromoths. This family presents a
worldwide distribution and according to fossil data its diversification started during the late
Cretaceous. The taxonomy of this group is controversial and has been through many
modifications since its description by Halliday, in 1839. Currently there are five recognized
living subfamilies (Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae and Mesitiinae) and one
fossil subfamily (Lancepyrinae) distributed among 102 genera of which 89 are living. Previous
studies have suggested that the association of molecular markers with morphological data is
helpful for clarifying the phylogenetic relations in Hymenoptera; elucidating its classification
and hypothesizing the origin and diversification of the clades. In this work we used sequences
of two mitochondrial genes (small subunit 16S of ribosomal DNA and cytochrome oxidase
subunit I) and one nuclear gene (large subunit 28S of ribosomal DNA) of 50 Bethylidae genera,
representative of the extant families, to understand the relationship among the subfamilies and
to estimate the time of divergence using a molecular clock. In order to reconstruct the
biogeographic history of Bethylidae we associated phylogenetic and geographic distribution
data and estimated the diversification spot of the main lineages of the family. Molecular
analysis recovered the following topology: (Bethylinae + (Pristocerinae+ (Epyrinae +
(Scleroderminae +Mesitiinae)))), and as previously proposed by Kieffer hundred years ago, the
existence of five distinct lineages in the family. Our results corroborated the monophyly of
Bethylidae, as well as Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae and Mesitiinae. The separation of
Scleroderminae and Epyrinae is confirmed, ending the proposal of the past that they were tribes
within Epyrinae. The cluster Scleroderminae and Mesitiinae, already suggested by molecular
data, is maintained, raising questions about possible synapomorphies to this arrangement We
estimated the most recent common ancestor between Bethylidae and Chrysidoidea in about 139
million years ago. This indicates the splitting of Bethylidae in two main lineages in a short
period estimated at around 130 million years ago. The lepidopteran parasite lineage represented
by Bethylinae had its origin in the area that included Australia and India-Madagascar. The
Coleoptera parasite lineage formed by Pristocerinae, Epyrinae, Scleroderminae and Mesitiinae
presented their point of origin in southeastern mainland Godwanico region, which currently
includes India, Madagascar and Arabia, consistent with a scenario of diversification which

adapted to the parasitic habit.
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INTRODUCAO

Bethylidae pertencem a superfamilia Chrysidoidea que, juntamente mais seis familias
(Chrysididae, Dryinidae, Embolemidae, Plumariidae, Sclerogibbidae e Scolebythidae),
totalizam cerca de 8.000 espécies. Todos os estudos que propdem as relagdes entre as familias
de Chrysidoidea foram baseados exclusivamente em dados morfoldgicos. O grupo-irmao de
Bethylidae foi sugerido como sendo Scolebythidae (Brothers, 1975) ou Chrysididae (Carpenter,
1986), sendo a ultima a proposta melhor aceita atualmente (Brothers & Carpenter, 1993;
Brothers, 1999; Carpenter, 1999; Ronquist, 1999).

Embora a maior parte das vespas parasitéides (subordem Aculeata) explore hospedeiros
de vida livre de porte moderado a grande, os representantes de Bethylidae sdo adaptados para
explorar larvas pequenas de hospedeiros escondidos em troncos ou sementes, imbricados no
solo ou em serrapilheira (Evans, 1964). S@o primariamente parasitdides de larvas de
coledpteros, porém uma linhagem (Bethylinae) se desenvolveu como parasitéide de larvas de
microlepiddpteros (Evans, 1964).

As principais sinapomorfias apontadas para Bethylidae sdo as antenas com o mesmo
numero de flagelomeros em ambos os sexos, pronoto com o dpice posterior lateral alcangando a
tégula, asas com nervacdo reduzida, geralmente com trés ou menos células fechadas nas asas
anteriores € nenhuma nas asas posteriores (Finnamore & Brothers, 1993). Como adaptacio ao
habitat de seus hospedeiros, Bethylidae é uma familia de vespas pequenas, medindo entre 1-10
mm, com corpo achatado e cabeca prognata, pernas fossoriais e asas com nervuras reduzidas
(Evans, 1964). Membros de Bethylidae sdo ectoparasitdides idiobiontes (Figura 2.1) e se
desenvolvem alimentando-se através de lesdo tegumentar de seu hospedeiro sendo esse modo de

vida considerado plesiomérfico na superfamilia Chrysidoidea (Hanson & Gauld, 1995).

Plumariidae
Scolebythidae
——Bethylidae
- Chrysididae
—————Sclerogibbidae
_ o i Embolemidae
@|dibiontes primarios ]

| Cenobiontes
1 Cenohiontes ectoparasitdides
| Cenobiontes endoparasitdides

Dryinidae

Figura 2.1. Proposta das relacdes entre as familias de Chrysidoidea, baseadas em dados morfolégicos,

modificada de Hanson & Gauld (1995) e Carpenter (1999).
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Bethylidae provavelmente é a maior familia dentro da superfamilia Chrysidoidea
(Finnamore & Brothers, 1993). Atualmente € representada por 2.481 espécies, organizadas em
89 géneros distribuidos em cinco subfamilias viventes (Bethylinae, Epyrinae, Mesitiinae,
Scleroderminae e Pristocerinae) (Alencar & Azevedo, 2013) e uma f6ssil (Azevedo & Azar,
2012). Uma subfamilia féssil (Lancepyrinae), encontrada em &mbar Libanés, é datada do
periodo Cretdceo, com aproximadamente 120 milhdes de anos (Azevedo & Azar, 2012). As
subfamilias Epyrinae, Pristocerinae e Scleroderminae apresentam fésseis do periodo Cretéceo,
datadas com cerca de 90 milhdes de anos (Cockerell, 1920; Cockerell, 1917).

A sistemdtica de Bethylidae é bastante confusa e sua classificacdo interna ainda
permanece controversa (Tabela 1), variando o nimero de subfamilias de quatro a seis, em
estudos baseados exclusivamente em dados morfoldgicos.

No comeco do Século XX, foram descritos muitos géneros e espécies. No trabalho de
Kieffer (1908), intitulado “Genera Insectorun” foram descritas 491 espécies em 58 géneros de
Bethylidae. Posteriormente, Kieffer (1914) reconheceu 660 espécies em 102 gé€neros e
apresentou uma chave para a identificagdo das espécies reconhecendo o grupo como subfamilia
Bethylinae com cinco tribos: Pristocerini, Sclerodermini, Epyrini, Mesitini e Bethylini.

Em 1928, Berland elevou Bethylinae ao status de familia, com consequente
classificacdo das tribos como subfamilias. Em uma revisdo de 1964, Evans reconheceu quatro
subfamilias em Bethylidae e rebaixou Scleroderminae como uma tribo de Epyrinae
(Sclerodermini). Finalmente, Gauld & Bolton (1988) transferiram Bethylidae para
Chrysidoidea.

Nagy (1974) estabeleceu a subfamilia Galodoxinae baseado em Galodoxa torquata
Nagy, 1974. Argaman (1988) estabeleceu a subfamilia Afgoiogfinae baseado nos géneros
Afgoiogfa Argaman 1988 e Parascleroderma Kieffer, 1904. As subfamilias descritas baseadas
em poucos exemplares logo foram desfeitas. Terayama (1996) sinonimizou Afgoiogfinae com
Pristocerinae baseada em uma analise cladistica. Azevedo & Lanes (2009) sinonimizaram
Galodoxinae e Epyrinae e a espécie Galadoxa torquata foi alocada na entdo tribo
Sclerodermini.

Terayama (2003a) estabeleceu a subfamilia Parapenesiinae baseado em Parapenesia
unicolor Kieffer, 1910. Mais tarde, Terayama (2006) transferiu Parapenesiinae para Plumariidae
(Chrysidoidea).

Recentemente, Lanes & Azevedo (2008) realizaram analise cladistica nas trés tribos de
Epyrinae (Cephalonomiini, Epyrini, e Sclerodermini), propondo a sinonimizag¢do da tribo
Cephalonomiini com Sclerodermini. Alencar & Azevedo (2013) demonstraram a parafilia das
tribos de Epyrinae sensu Lanes & Azevedo (2008), elevando Sclerodermini ao status de

subfamilia (Scleroderminae) e Epyrinae ficou restrita aos representantes de Epyrini. Finalmente,
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Azevedo & Azar (2012) descreveram uma subfamilia féssil nova, Lancepyrinae, baseada na

espécie Lancepyris opertus Azevedo, 2012 encontrada em ambar.

Tabela 2.1. AlteracGes na classificacdo de Bethylidae através do tempo.

Autor Kiefer (1914) Berland (1928) Evans (1964) Nagy (1974)
Superfamilia | Proctotrupoidea Bethyloidea Bethyloidea Bethyloidea
Familia Bethylidae Bethylidae Bethylidae Bethylidae
Subfamilia Bethylinae Pristocerinae Pristocerinae Pristocerinae
e tribo a) Pristocerini Mesitiinae Mesitiinae Mesitiinae

b) Mesitiini Bethylinae Bethylinae Bethylinae
¢) Bethylini Epyrinae Epyrinae Epyrinae
d) Epyrini Scleroderminae a) Sclerodermini a) Sclerodermini
e) Sclerodermini b) Epyrini b) Epyrini
c¢) Cephalonomiini c¢) Cephalonomiini
Galadoxinae

Autor Argaman (1988) Terayama (1996) Terayama (2003a) Terayama (2006)
Superfamilia | Bethyloidea Chrysidoidea Chrysidoidea Chrysidoidea
Familia Bethylidae Bethylidae Bethylidae Bethylidae
Subfamilia Pristocerinae Pristocerinae Pristocerinae Pristocerinae
e tribo Mesitiinae Mesitiinae Mesitiinae Mesitiinae

Bethylinae Bethylinae Bethylinae Bethylinae
Epyrinae Epyrinae Epyrinae Epyrinae
a) Sclerodermini a) Sclerodermini a) Sclerodermini a) Sclerodermini
b) Epyrini b) Epyrini b) Epyrini b) Epyrini
¢) Cephalonomiini ¢) Cephalonomiini ¢) Cephalonomiini ¢) Cephalonomiini
Afgoiogfinae Galadoxinae Galadoxinae Galadoxinae
Parapenesiinae
Autor Lanes & Azevedo Azevedo & Lanes Azevedo & Azar Alencar & Azevedo
(2008) (2009) (2012) (2013)
Superfamilia | Chrysidoidea Chrysidoidea Chrysidoidea Chrysidoidea
Familia Bethylidae Bethylidae Bethylidae Bethylidae
Subfamilia Pristocerinae Pristocerinae Pristocerinae Pristocerinae
e tribo Mesitiinae Mesitiinae Mesitiinae Mesitiinae
Bethylinae Bethylinae Bethylinae Bethylinae
Epyrinae Epyrinae Epyrinae Epyrinae
a) Sclerodermini a) Sclerodermini a) Sclerodermini Scleroderminae
b) Epyrini b) Epyrini b) Epyrini Lancepyrinae
Galadoxinae Lancepyrinae

Historico dos estudos filogenéticos em Bethylidae

Evans (1964) realizou o primeiro trabalho com intuito de entender as relagdes entre as
subfamilias de Bethylidae, porém este ndo foi um trabalho cladistico, foi mais uma estimativa,
uma tentativa, de acordo com suas palavras, de entender as relacdes dentro de Bethylidae. Em
seu trabalho Bethylinae aparece como grupo-irmdo de Pristocerinae + Epyrinae (Figura 2.2.a).

A primeira andlise filogenética envolvendo todas as subfamilias de Bethylidae
reconhecidas na época foi realizada por Sorg (1988), que discutiu as relagdes entre os géneros
dentro das subfamilias, incluindo as tribos dentro de Epyrinae. Em sua andlise, Sorg (1988)
propds Bethylinae como um grupo-irmdo do agrupamento formado por Pristocerinae+
(Mesitiinae+Epyrinae) (Figura 2.2.b). Porém, Sorg (1988) ndo encontrou apomorfias para

Epyrinae e levanta a possibilidade da parafilia desse grupo, sugerindo uma revisao taxondmica.
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Carpenter (1999) refez as andlises de Sorg (1988), com pequenas modificacdes, e observou a
mesma topologia proposta por Sorg (1988), sem indicar sinapomorfias para Epyrinae.

O terceiro trabalho filogenético envolvendo as subfamilias de Bethylidae utilizou seis
subfamilias (Pristocerinae, Epyrinae, Mesitiinae, Galodoxinae, Afgoiogfinae e Bethylinae) e
recuperou o arranjo (Pristocerinae+(Afgoiogfinae+Parapenesiinae)) como grupo-irmdo de
Bethylinae+(Epyrinae+Mesitiinae+Galodoxinae) (Terayama, 2003a; Figura 2.2.c).

Recentemente, Carr et al. (2010) realizaram o primeiro estudo envolvendo sequéncias
dos genes ribossomais nuclear da subunidade 28S (28S rDNA) e mitocondrial da subunidade
16S (16S rDNA). Os autores encontraram suporte para atestar a monofilia de Bethylidae,
recuperando Bethylinae como grupo-irmao de Epyrinae (Epyrini e Sclerodermini), Mesitiinae e
Pristocerinae. O clado Mesitiinae agrupou com o clado Sclerodermini, revelando Epyrinae
como parafilética. Epyrini foi recuperada como monofilética pela primeira vez, mas nao foi
demonstrado se a tribo era mais relacionada aos Pristocerinae ou ao clado formado por
Mesitiinae+Sclerodermini (Figura 2.2.d).

Em 2013, Alencar & Azevedo verificaram a parafilia de Epyrinae, recuperaram a tribo
Sclerodermini como grupo-irmdo de (Epyrinae+(Pristocerinae+Mesitiinae) e tomaram a decisao

de elevar a tribo ao status de subfamilia (Figura 2.2.e).

ANV

e

e e e I

N

Figura 2.2. Hipéteses filogenéticas disponiveis para a relagdo entre as subfamilias de Bethylidae. a) Evans
(1964); b) Sorg (1988) e Carpenter (1999); c) Terayama (2003a); d) Carr er al.(2010) e) Alencar &
Azevedo (2013).
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Tendo em vista que a relagdo entre as subfamilias de Bethylidae ainda nio estdo
esclarecidas, uma vez que trabalhos baseados tanto em dados morfoldgicos quanto em dados
moleculares ndo apresentam um consenso sobre a topologia interna dos clados, é necessdrio o
investimento em um estudo mais abrangente que se baseie em um maior nimero de
representantes e de caracteres analisados.

Desse modo, o presente estudo pretende utilizar uma amostra mais representativa dos
géneros de Bethylidae e trés marcadores moleculares para propor relagdes filogenéticas entre as
subfamilias de Bethylidae, datar o periodo de diversificacio das mesmas, além de estudar o

padrdo de distribuicao geografico histdrico para entender a distribui¢do atual de Bethylidae.

MATERIAIS E METODOS

Material

O grupo interno foi composto de 97 sequéncias obtidas no presente trabalho e de 28
sequéncias retiradas do GenBank, sendo 16 sequéncias comuns a géneros utilizadas no presente
estudo e duas sequéncias de gé€neros exclusivos do GenBank (Rhabdepyris Kieffer, 1904 e
Cephalonomia). No total, utilizou-se 125 sequéncias pertencentes a 50 dos 89 géneros viventes
de Bethylidae (Tabela 2.2). Sequéncias do GenBank de exemplares de Aculeata foram utilizadas
como grupo externo. Para a matriz do gene COI foram utilizadas sequéncias do GenBank de
Tatuidris tatusia da familia Formicidae (JX82795) e Apis nigrocincta da familia Apidae
(DQ020232). Na matriz do gene 28S rDNA foram utilizadas as sequéncias de cinco espécies de
Aculeata: Apis nigrocincta (AF181591); Dolichovespula arenaria (GU596723); Bupon sp
(GU213974); Cleptes semiauratus (GU213975) e Chrysis ruddii (GU213973). Para a andlise
referente ao gene 16S rDNA foi utilizado uma matriz genética com 50 tdxons, sendo trés tdxons
referentes ao grupo externo: Chrysis analis (AJ514344); Trichrysis cyanea (AJ514362) e Apis
nigrocincta (AF181581). Na andlise concatenada foram utilizadas as sequéncias dos trés genes
do exemplar de Apis nigrocincta como grupo externo.

A classificagdo para subfamilias e para géneros de Scleroderminae foi baseada em
Alencar & Azevedo (2013) e Lanes & Azevedo (2008). O género Foenobethylus Kieffer, 1913
foi classificado segundo Varkonyi & Polaszek (2007). Um género utilizado nesse trabalho estd
sendo descrito por Gobbi, (in prep) e serd aqui referido como género nov., os demais géneros
seguiram a classificag@o utilizada por Terayama (2003b).

Todos os exemplares de Bethylidae utilizados no presente estudo estdo tombados na

Colecao Entomoldgica da Universidade Federal do Espirito Santo em via imida e em via seca.
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Tabela 2.2. Géneros de Bethylidae utilizados no presente estudo, com destaque nos genes
analisados por género: citocromo oxidase I (COI), RNA ribossomal 16S (16S rDNA) e 28S

(28S rDNA).

Familia: Subfamilia Género 165 rDNA CcolI 28S rDNA
Bethylus v
Eupsenella
Goniozus v
Bethylidae: Bethylinae Lytopsnella v
Odontepyris v
Prosierola

Sierola
Anisepyris
Bakeriella
Disepyris
Epyris
Bethylidae: Epyrinae Formosiepyris
Holepyris
Trachepyris
Rhabdepyris sp
Laelius
Codorcas
Clytovorus
Heterocoelia
Metrionotus v
Mesitius
Bethylidae: Mesitiinae Pilomesitius v
Pseudomesitius
Sulcomesitius
Ukayakos
Zimankos
Itapayos
Acrepyris
Apenesia v
Dissomphalus v
Foenobethylus
Kathepyris
Parascleroderma
Bethylidae: Pistocerinae Pristocera
Caloapenesia
Género nov.
Protisobrachium
Trichiscus
Neoapenesia
Pseudsobrachium v

Allobethylus
Cephalonomia
Discleroderma
Glenosema
Bethylidae: Scleroderminae Prorops
Plastanoxus
Sclerodermus
Solepyris
Tuberepyris
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Métodos

Extracdo, amplificacdo por PCR e sequenciamento do DNA

A extragcdo de DNA total foi realizada a partir do abdome e da genitélia, utilizando o kit
de extracdo de DNA NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel), diluindo a amostra em média a
40ul. O extrato de DNA foi quantificado utilizando o espectrofotometro NanoDrop ND1000
(Thermo Scientific).

Foi realizada a amplificacdo dos fragmentos utilizando a reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR) em termociclador ABI Veriti® para um volume final de 25 ul. As rea¢des de
PCR continham 1x de solu¢do tampdo, 2,5 mM de MgCl,, 0,16 mM de cada primer e 1 unidade
de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Inc.). O perfil adotado consistiu em (1) um
passo inicial de desnaturacdo da dupla fita do DNA a 94°C por 60 segundos; (2) 40 ciclos de
94°C por 45 segundos (desnaturacdo), 44-55°C por 45 segundos (anelamento), 72°C por 45
segundos (elongacdo); (3) um periodo de final a 72°C por 10 minutos.

Foram amplificados os genes mitocondriais 16S rDNA, Citocromo oxidase I (COI), e o

gene nuclear 28S rDNA, utilizando os primers descritos Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Primers utilizados no presente estudo.

Gene Codigo Sequéncia (5°—>3’) Referéncia
Forward (F2) CGT GTT GCT TGA TAG TGC AGC Belshaw & Quicke (1997)
285 Reverse (D3) TAG TTC ACC ATC TTT CGG GTC Mardulyn & Whitfield (1999)
DNA Reverse interno (D3I) GACCCATCCTCCCTCGGTC Presente estudo
16S Forward (16WA) CAC CTG TTT ATC AAA AAC AT Dowton & Austin (1994)
rDNA Reverse (16WB) CGT CGA TTT GAA CTC AAATC Dowton & Austin (1994)
Reverse (HCO2198) GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTT GG Folmer et al. (1994)
CoI Forward (LCO2198) TAA ACTT CAG GGT GAC CAA AAA ATCA Folmer et al. (1994)
Forward (APL-2176F) GGT ACA GGT TGA ACTG TTT ACCC Pedersen (1996)
Reverse (APL-2176R) GGG TAA ACA GTT CAA CCT GTA CC Presente estudo

A amplificacdo parcial do gene COI (~630pb) foi realizada utilizando-se como padrio
os primers HCO 2198 e LCO 1490. Entretanto, quando o DNA se encontrava muito degradado
e/ou apresentava amplificacio cruzada com contaminadores, foram utilizados primers internos
menores € mais especificos AP-L-2176F e HCO 2198 (335 pb) e LCO 2198 e AP-L-2176R
(335 pb). Para amplificar a regido D2/D3 de 28S rDNA (680 pb) foram utilizados os primers F2
e D3. Para casos de amplificagdo cruzada de DNA de fungos ou outros contaminantes presentes
nas amostras, foi utilizados os primers F2 e D3I, gerando um fragmento de aproximadamente
570 pb. Para amplificar o gene 16S rDNA foram utilizados os primers 16WA e 16WB, gerando
um fragmento de 530 pb.
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Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e o
tamanho e qualidade das bandas estimadas com auxilio do /adder de 1Kb. Em seguida, os
produtos de PCR foram purificados com a enzima ExoSAP-IT®. As sequéncias foram geradas
no Nucleo de Genética Aplicado a Conservacdo da Biodiversidade (NGACB) da UFES e na
MACROGEN Inc. (Seoul, Korea) (http://dna.macrogen.com).

A identidade das sequéncias foram confirmadas através do método BLAST (Altschul,

1997) que compara as sequéncias geradas com as disponiveis no GenBank.

Andlises filogenéticas

O gene COI foi alinhado de acordo com a sequéncia de aminodcidos da respectiva
proteina no programa MEGA ver. 5.05 (Tamura et al., 2011) através do programa CLUSTALX
ver. 2.0 (Larkin et al., 2007). As sequéncias dos genes 16S e 28S rDNA foram alinhadas
separadamente utilizando o portal MAFFT v.6 (http://align.bmr.kyushu—u.ac.jp/mafft/online),
por meio da estratégia Q—INS—I, levando em consideracdo a estrutura secundaria do RNA para
um conjunto de dados pequenos (<200 taxa) de acordo com (Katoh et al., 2009).

As divergéncias genéticas foram estimadas no programa MEGAS (Tamura ef al., 2011),
segundo o modelo evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). As mutag¢des do tipo
inser¢des-delecdes (indels) foram consideradas como sendo delecdes completas e por isso nio
entraram no cdlculo. O cdlculo de tendéncia da composi¢do nucleotidica (bias) também foi
realizado no programa MEGAS. O grau de saturacio das sequéncias foi verificado no programa
DAMBE 5.0.23 (Xia & Xie, 2001) através do teste de Xia (Xia et al., 2003).

Foram realizadas andlises filogenéticas para cada gene em separado e para todos os
genes concatenados. Os modelos de substitui¢do nucleotidicas usados nas andlises foram
selecionados para cada marcador individualmente aplicando o critério de informacdo Bayesiana
implementado no programa MODELTEST ver. 0.1 (Posada, 2008). As relagdes filogenéticas
foram estimadas através de Inferéncia Bayesiana (IB) e Mdxima Verossimilhanca (MV).

Para as andlises de IB, foi utilizado o programa MRBAYES ver. 3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003). Na andlise com os genes concatenados, cada particdo utilizou modelos
evolutivos independentes (unlinked models). As buscas consistiram em duas corridas
independentes, cada uma com quatro cadeias simultineas (uma cold chain e trés heated chains).
As cadeias Markov Monte Carlo (MCMC) foram conduzidas com trinta milhdes de geracdes
com burn-in de 25%, amostrando a cada 1000 geragdes, assegurando que o desvio padrio
médio das frequéncias ficaram abaixo de 0,01. O suporte dos ramos foi obtido através das
probabilidades posteriores e a confiabilidade dos clados foi aceita quando a probabilidade

posterior foi superior a 0,95.

38



A andlise de MV foi realizada no portal CIPRES (www.phylo.org/sub_sections/portal)
utilizando a ferramenta RAXML Bootstrapping (Stamatakis ef al., 2008). Na andlise dos genes
concatenados, cada parti¢cdo foi submetida a modelos evolutivos de forma independente e foram
realizadas 1000 replicacOes de Bootstrap (BT) para evidenciar o grau de confiabilidade dos
clados, sendo aceitos os valores minimos de 60. A visualizacdo e a editoracdo das arvores

filogenéticas foram realizadas no programa FigTree v1.0.4.

Estimativa de tempo de divergéncia

Para a estimativa de tempo de divergéncia foi gerada uma arvore baseada na IB dos
genes COI e 28S rDNA concatenados. Cada gene foi considerado uma particdo separada e
tratados com modelos evolutivos separados (unlik-models).

O tempo de divergéncia foi estimado no programa BEAST versao 1.7.5 (Drummond et.
al., 2012), com relégio relaxado e distribui¢do log-normal e taxas de mutacdo ndo
correlacionadas, considerando que cada ramo pode apresentar taxas de substituicdo separadas. O
parametro Speciation- Birth-Death Process foi utilizado na opcao Tree Prior.

Foram realizadas duas analises independentes, cada uma com 30 milhdes de interacdes.
Os arquivos "log" das duas corridas foram combinados através do software LOGCOMBINER
V1.7.5 (Drummond et. al., 2012), sendo descartadas (burn-in) 25% das arvores. O tamanho
efetivo da amostra (Effective sample size) foi avaliado segundo os pardmetros do software
TRACER Versao 1.4 (Rambaut & Drummond, 2007). Nesse programa ainda foram verificadas
a média de estimativas dos pardmetros e as mdximas densidades posteriores 95% (HPDs). A
drvore foi sumarizada a partir do arquivo "log" cominado das duas corridas, através do software
TREEANNOTATOR 1.4.8 (Drummond & Rambaut, 2007).

As inferéncias sobre a divergéncia de tempo para o mais recente ancestral comum
(MCRA) foram implementadas usando sete idades de dados fésseis disponiveis como restri¢des
dos nés (node age constraints), indicados por letras na Figura 2.7. A idade méixima da raiz
(maximum root age) foi calibrada aplicando-se o pardmetro de distribui¢do normal sendo
indicado o maximo de 168 milhdes de anos para o surgimento de Aculeata (Brady et al., 2009).
A calibragdo do n6 Apidae (idade A) foi calculada sob distribuicao normal, com idade minima
de 100 milhdes de anos, baseada no féssil mais antigo para Apidae (Brady et al., 2009). A
calibracio do n6é do ancestral comum mais recente compartilhado entre Bethylidae e
Chrysididae (idade B) foi feita sob distribui¢do normal, com idade minima de surgimento de
135 milhdes de anos, uma vez que fésseis mais antigos para Chrysidoidea datam do Cretdceo
superior (Engel & Grimaldi, 2006; Rasnitsyn, 2010; Ortega-Blanco et al., 2011). O né ancestral
de Bethylidae (idade C) foi calibrado com distribuicdo exponencial com idade minima baseada

no féssil mais antigo da familia (Lancepyrinae) com estimativa minima de 120 milhdes de anos
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(Azevedo & Azar, 2012). Os ndés das subfamilias, Pristocerinae (idade D), Scleroderminae
(idade E) e Epyrinae (idade F) foram calibrados com idade minima de 90 milhdes de anos com
distribuicdo normal, baseados nos fésseis mais antigos para cada subfamilia, que foram
encontradas em ambar de Burma (Cokerell, 1917; 1920).

Para testar algum possivel desvio no tempo de divergéncia causado pelo gene
mitocondrial foram realizadas andlises utilizando os mesmos paradmetros com cada gene

separado, a fim de verificar alguma discrepancia entre as datas estimadas.

Inferéncia Biogeogrdfica

Foi realizada uma abordagem analitica com o intuito de propor uma hipdtese sobre a
histéria biogeografica de Bethylidae elaborada a partir de dados filogenéticos e de distribui¢do
geogrifica. Para tanto foi utilizando o software DIVA (Ronquist, 1997) que através do método
de parcimdnia, permite a otimizacdo das dreas ancestrais nos ndés da drvore filogenética,
minimizando o ndmero de eventos de dispersdo e de extingdo em relacdo a eventos de
vicariancia. Foram definidas seis dreas de distribuicdo relevantes: (A) Etidpica, (B) Neotropical,
(C) Australiana, (D) Oriental, (E) Paleértica e (F) Nedrtica. O grupo externo foi definido como
ocupando todas as dreas que compunham o continente da Gondwana (ABCD) e foi realizado um
levantamento da distribuicdo geogréfica de cada género para avaliar a ocorréncia e abundéncia
em cada regido zoogeografica utilizando dados disponiveis na literatura para gerar o arquivo de
entrada da distribuicdo dos géneros no programa DIVA, (Fouts, 1936; Terayama, 2003b;
Azevedo, 2006; Azevedo & Guimaries, 2006; Macek et al., 2007; Mugrabi & Azevedo, 2010).

RESULTADOS

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Foram extraidos o DNA de 471 exemplares, dos quais somente 20% (97 individuos)
geraram DNA e produtos de PCR a serem utilizados no presente estudo. Somados as 28
sequéncias do GenBank, foram amostrados 50 géneros, representando 56% dos géneros
viventes de Bethylidae. Para Bethylinae, 100% dos géneros viventes foram amostrados, para as
demais subfamilias foram obtidos 52% (Epyrinae), 42% (Scleroderminae), 50% (Mesitiinae) e
59% (Pristocerinae).

Virias sequéncias geradas, quando testadas com a ferramenta BLAST, apresentaram

mais de 85% de similaridade com lepiddpteros da familia Geometridae, insetos praga de colecio
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(Liposcelis bostrychophila), Bactérias (Wollbachia), fungos (Aspergillus) e até mesmo
contaminacdo com humanos. Nesses casos houve a tentativa de amplificar o DNA do exemplar
com um primer mais especifico, que evitava a contaminagdo cruzada.

A matriz de dados do gene COI, apds delecdo das extremidades, apresentou 646 pb,
correspondentes a 61 tdxons terminais, sendo dois referentes ao grupo externo. Nao foi
verificada saturacdo em nenhuma das posicdes de cddon (indice de saturacdo de sequéncias
menor que o valor critico (ISS<ISS.C).

O alinhamento das sequéncias dos genes ribossomais revelou um nimero grande de
indels, intercalados por blocos grandes de homologias, padrio tipico de alinhamento de
sequéncias ribossomais. A matriz de dados do gene 16S rDNA apresentou 496 pb, com 50
tdxons terminais, sendo trés referentes ao grupo externo. A matriz do gene 28S rDNA contém
780 pb de 98 taxons terminais, sendo cinco referentes ao grupo externo.

A matriz de dados combinados dos trés genes foi formada por 1797 pb, sendo 651 pb do
gene COI; 481 pb do gene 16S rDNA e 660 pb do gene 28S rDNA, correspondente a 43 tdxons

terminais, sendo um referente ao grupo externo.

Relacoes filogenéticas entre as subfamilias

O modelo evolutivo que melhor se adequou as andlises para os genes COI e 16S rDNA
foi o GTR+I+G, enquanto que para o gene 28S rDNA foi o GTR+G. As filogenias obtidas para
cada gene tanto com MV quanto IB mostraram topologias semelhantes.

Somente o gene 28S rDNA (Figura 2.3) recuperou Bethylidae como grupo monofilético
com alto suporte (BT>98, PP=1.00).

A andlise do gene mitocondrial COI (Figura 2.3.a) ndo forneceu suporte para o
monofiletismo de Bethylidae, nem para as subfamilias Epyrinae e Scleroderminae. Trés
subfamilias foram recuperadas como grupos monofiléticos, com alto valor de suporte:
Bethylinae (BT=97; PP=0.99), Pristocerinae (BT=72; PP=0.92), e Mesitiinae (BT=100;
PP=1.00). A subfamilia Bethylinae foi recuperada como grupo-irmao das demais subfamilias.
Membros de Scleroderminae agrupam como irmdo de Mesitilnae (BT=97, PP=0.99) e
parafilético. A relagdo entre as demais subfamilias nio foi esclarecida.

A anélise do gene mitocondrial 16S rDNA (Figura 2.3.b) apresentou pouca resolugio,
nao sendo possivel recuperar Bethylidae como um grupo monofilético. As subfamilias
Mesitiinae e Bethylinae formaram agrupamentos monofiléticos, porém as relagdes entre as
subfamilias ndo foram recuperadas.

A arvore inferida a partir do gene 28S rDNA (Figura 2.3.c) também mostrou Bethylidae
como grupo monofilético com alto suporte (BT=82; PP=0.99), enquanto Bethylinae aparecem

como grupo-irmdo das demais subfamilias. As relacGes entre as demais subfamilias
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permanecem sem esclarecimento, exceto pela confirmagdo da associacdo entre Scleroderminae
e Mesitiinae.

A anilise concatenada dos trés genes recuperou Bethylidae como grupo monofilético
com alto suporte (BT=99, PP=1.00), assim como Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae e
Mesitiinae (Figura 2.4). As relacdes entre as subfamilias puderam ser inferidas, demonstrando
Bethylinae como grupo-irmdo das demais familias com alto suporte (BT=100; PP=0,99),

seguido pela topologia Pristocerinae+(Epyrinae+(Scleroderminae+Mesitiinae).

Distdncia genética dentro e entre as subfamilias

A divergéncia dentro da familia Bethylidae foi de 33% para o COI, 27% para o gene
16S rDNA e 17% para o gene 28S rDNA. Dentro das subfamilias, as menores divergéncias
foram observadas dentro das subfamilias Mesitiinae e Bethylinae, enquanto a maior divergéncia
encontrada, para os trés genes, foi dentro de Pristocerinae e Epyrinae (Tabela 2.4).

A divergéncia entre as subfamilias variou de 23-38% para o COI, 23-30% para o 16S
rDNA e 11-23% para o 28S rDNA. Em todos os casos, as divergéncias genéticas foram maiores
para os genes mitocondriais COI e 16S rDNA, quando comparados com o gene nuclear 28S

rDNA (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Distancia genética entre as subfamilias de Bethylidae calculadas para cada gene, em
negrito a distdncia dentro de cada subfamilia, em paréntese, a distdncia dentro da familia para

cada gene.

COI (33%) 1 2 3 4 5

1 Bethylinae 0,24

2 Scleroderminae 0,30 0,24

3 Mesitiinae 0,32 0,23 0,20

4 Epyrinae 0,28 0,27 0,30 0,27

5 Pristocerinae 0,36 0,37 0,38 0,36 0,44
16S rDNA (27%) 1 2 3 4 5

1 Bethylinae 0,12

2 Scleroderminae 0,27 0,27

3 Mesitiinae 0,23 0,28 0,16

4 Epyrinae 0,26 0,30 0,29 0,31

5 Pristocerinae 0,26 0,30 0,27 0,29 0,34
28S rDNA (17%) 1 2 3 4 5

1 Bethylinae 0,07

2 Scleroderminae 0,14 0,08

3 Mesitiinae 0,17 0,11 0,03

4 Epyrinae 0,23 0,20 0,20 0,15

5 Pristocerinae 0,17 0,15 0,14 0,22 0,10
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Figura 2.3. Hipéteses de filogenia de Bethylidae inferidas para os trés genes a) COI, b) 16S
rDNA e c) 28S rDNA. Asteriscos indicam valores de suporte superior de PP= 0,95 (IB) e
BT=60 (MV). As cores dos ramos correspondem aos representantes de cada subfamilia
conforme apontado em (c)
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Figura 2.4. Filogenia proposta para Bethylidae inferida pela andlise combinada dos genes 16S
rDNA, COI e 28S rDNA. A arvore mostrada foi derivada da anélise de Inferéncia Bayesiana (30
milhdes de geracdes). Valores de suporte referentes a Probabilidade a Posteriori estdo
indicados acima dos ramos e valores de Bootstrap (1000 replicagdes) referentes a andlise de MV

estdo indicados abaixo dos ramos.
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Composicdo nucleotidica

Os genes mitocondriais apresentaram a tendéncia tipica de um conteddo rico nos
nucleotideos A-T, enquanto o gene ribossomal apresentou uma composi¢do equilibrada de

nucleotideos (Figura 2.3).
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Figura 2.5. Frequéncia nucleotidica (%) de Bethylidae para os trés genes analisados

evidenciando a tendéncia de contetido alto de A-T nos genes mitocondriais.

Distribuicio Biogeografica

De acordo com o levantamento realizado para definir a distribuicdo zoogeogrifica de
Bethylidae, as regides com maior ocorréncia de géneros viventes é a Etiopica e a Oriental
(Tabela 2.5).

De acordo com a andlise de DIVA, Bethylidae teve o centro de origem (4rea ancestral)
entre as regides da Australia (4rea C) e India-Madagascar (drea D), quando essas 4reas estavam
interligadas no antigo continente da Gondwana (Figura 2.6).

Bethylinae, por sua vez, teve uma origem na por¢do sul da Gondwana, se conectando
com Australia (drea C) e América (drea B) através da Antartica.

As demais subfamilias apresentam seu centro de diversificacio na regidao que
compreendia fndia—Madagascar (area D) e Africa (drea A). Baseado nesses dados, a presenca

atual de Bethylidae nas regides Nedrtica e Paledrtica sdo associadas a eventos de dispersao.
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Tabela 2.5. Sinopse Zoogeogréfica dos géneros viventes de Bethylidae

Subfamilia Regiio'
ORI AUS ETH NEA PAL NET |V ltowalde
géneros
Mesitiinae 8 - 10 - 10 - 22
Bethylinae 2 4 2 6 3 3 7
Scleroderminae 8 8 7 7 7 11 21
Epyrinae 12 3 10 8 7 8 17
Pristocerinae 8 2 16 5 7 5 22
Total 44 19 45 26 34 27 89

"PAL: Paledrtica, ORI: Oriental, AUS: Australiana, ETH, Etiépica, NEA: Nedrtica, NET: Neotropical. Nimero

de géneros obtidos pela compilagdo

. x . = Sclerodemminae +
Bethylinae Pristocerinae Epyrinae __ Mesitiinae _

TR J H\

A
. ‘ [ [ : | @
qa ¥R

j |Epyrinae

Figura 2.6. Estimativa do centro de origem para os principais clados de Bethylidae, a
partir da 4rvore gerada por inferéncia bayesiana com gene COI, realizado pelo programa DIVA,
sendo as regides: (A) Etidpica, (B) Neotropical, (C) Australiana, (D) Oriental, (E) Paleértica e
(F) Nedértica.
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Andlise do Relogio Molecular

O relégio molecular fixou a origem de Aculeata em 158 m.a.a. € mostrou o
compartilhamento do ultimo ancestral comum entre Bethylidae e Chrysididae por volta de 143
m.a.a. (Figura 2.7).

Os dados apontam para uma separacdo em duas linhagens por volta de 136 m.a.a. As
subfamilias Pristocerinae foram datadas com surgimento ha 93,2 m.a.a. As datas de surgimento
de Epyrinae Scleroderminae foram registradas hd 85 e 79,7 m.a.a., respectivamente. Mesitiinae
surgiram recentemente, em torno de 45 m.a.a. Os membros viventes de Bethylinae apresentaram
origem aproximada de 63 m.a.a. O intervalo de confiangca com 95% de confiabilidade estd

sumarizado na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Estimativas de tempo de divergéncia (milhdes de anos atrds) para os nds de
Bethylidae. Os valores médios do tempo de divergéncia foram calculados com dados
combinados dos genes COI e 28S, e com os dois genes separados. Os maiores € menores
intervalos de confianga sdo mostrados para a andlise com genes 28S e COI concatenados, (95%

Upper Highest Posterior Density -UHPD e 95% lower Highest Posterior Density - LHPD).

Valor Intervalo de confianga Valor Valor

Clado médio (COI +285S) médio médio
(COI+28S) (UHPD-LHPD) (COoD (28S)

A (Aculeata) 164,0 146,6-181,5 158,3 161,8

B (Chrysididae) 143,19 128,5-157,4 139,7 141,7

C (Bethylidae) 136,05 120,9-150,0 129,2 123,4
D (Pristocerinae) 93,28 79,4-107,8 102,8 83,6

E (Scleroderminae+ Mesitiinae) 86,49 70,8-101,6 69,8 73,14
F (Epyrinae) 85,22 71,6-99,1 80,8 87,0
Bethylinae 74,3 45,5-106,0 79,7 61,4
Mesitiinae 45,33 31,8-61,1 50,9 24,8
Scleroderminae 79,72 65,5-94,9 61,5 73,14
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Figura 2.7. Estimativa de tempo de divergéncia, em milhdes de anos atrds, das

subfamilias de Bethylidae utilizando rel6gio relaxado ndo correlatado e arvore resultante da

andlise Bayesiana.

DISCUSSAO

Relacoes filogenéticas de Bethylidae

Nossos dados confirmam a monofilia de Bethylidae, j4 afirmada em vdérios estudos

cladisticos que envolveram suas subfamilias (Carpenter, 1999; Terayama, 2003a; Carr et al.,

2010; Azevedo & Azar 2012; Alencar & Azevedo, 2013). Porém, o questionamento sempre

girou em torno da monofilia e das relagGes entre as subfamilias.

A posicdo da subfamilia Bethylinae em relacdo as demais sempre foi consenso entre os

autores. Exceto Terayama (2003a), todos os autores recuperaram Bethylinae como grupo-irméao

do clado formado pelas demais familias. Bethylinae retém caracteristicas plesiomérficas, como

por exemplo, a presenca das nervuras Rs+M anguladas medialmente nas asas anteriores e garras

tarsais fortemente curvadas (Sorg, 1988; Azevedo & Azar, 2012).
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No trabalho desenvolvido por Carr et al. (2010) com dados moleculares, a despeito da
falta de resolucdo para determinar a posicdo das outras subfamilias, Bethylinae foram
recuperados como grupo-irmdo das demais subfamilias com alto suporte. No estudo
desenvolvido por Azevedo & Azar (2012) mesmo com a inclusdo de uma subfamilia f6ssil, a
posicdo basal de Bethylinae se manteve em relacdo as demais subfamilias.

O género Lytopsenella é tradicionalmente considerado o género mais basal, ndo
somente de Bethylinae, mas de toda a familia Bethylidae (Evans, 1964; Sorg, 1988). Esse
género possui vdrias caracteristicas que sdo passiveis de reducdo em sua condi¢do plesiomorfica
hipotética (nimero de segmentos antenais, palpos maxilares e labiais, e nervagdo das asas)
(Polaszek & Krombein, 1994). Em nossa andlise, foi possivel recuperar Lytopsenella e
Eupsenella como grupo-irmdo dos demais géneros de Bethylinae, um dado inédito na literatura.

Embora os estudos cladisticos anteriores que envolveram Pristocerinae nao tenham
fornecido suporte para determinar a posicdo de Pristocerinae em relagdo as demais subfamilias,
nossos dados apontam que Pristocerinae formam um grupo basal e irmdo das demais
subfamilias (Pristocerinae+(Epyrinae+(Scleroderminae+Mesitiinae))). A topologia que mais se
assemelha a obtida nesse estudo é a proposta de Sorg (1988) e Carpenter (1999), que aponta
Pristocerinae como grupo-irmdo do clado formado por Epyrinae e Mesitiinae. Porém, como
sugerido por Carpenter (1999), o suporte para o clado (Pristocerinae+(Epyrinae+Mesitiinae))
obtido no trabalho de Sorg (1988) é fraco, pois as sinapomorfias para esse agrupamento
envolvem reducdo das nervuras das asas anteriores (Rs+M) e célula marginal aberta,
caracteristicas que estdo presentes também em Chrysididae, o grupo-irmdo de Bethylidae, e é
polimérfica em Bethylinae.

O trabalho desenvolvido por Terayama (2003a) recuperou Pristocerinae agrupados com
Afgoiogfinae e  grupo-irmdo das demais subfamilias segundo a  topologia
((Pristocerinae+Afgoiogfinae) + (Bethylinae+ (Epyrinae + Mesitiinae + Galodoxinae))). E
vélido ressaltar que em seu trabalho envolvendo 24 caracteres, somente 11 foram informativos
do ponto de vista cladistico e que, com essa matriz de caracteres, o autor conseguiu agrupar o
género Parapenesia (atualmente alocado em Plumariidae) em Pristocerinae. Esses dados
sugerem cautela ao considerar a topologia adquirida baseado na selecao desses caracteres.

O trabalho desenvolvido por Alencar & Azevedo (2013) propds a topologia
(Bethylinae+(Scleroderminae+(Pristocerinae+Mesitiinae)+Epyrinae)). O agrupamento
Pristocerinae+Mesitiinae foi baseado no compartilhamento de dois caracteres em uma lista de
391 caracteres (presenca do calo supraprosterior na mesopleura e protocanter tao longo quanto a
procoxa). Embora esse trabalho traga contribui¢des sobre a relagdo entre as subfamilias, o foco
principal era testar a monofilia de Epyrinae, e os caracteres escolhidos ndo eram os ideais para

testar as relagdes entre as subfamilias.
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No trabalho desenvolvido por Azevedo & Azar (2012) envolvendo as subfamilias de
Bethylidae, novamente as escolhas dos caracteres ndo buscou resolver as relacdes entre as
subfamilias e sim determinar a posi¢do de um exemplar féssil. Esse trabalho considerou 31
caracteres reconhecidamente tteis para distinguir tribos e subfamilias e recuperou a topologia
(Bethylinae+(Lancepyrinae+(Scleroderminae+(Mesitiinae+Epyrinae+Pristocerinae)))).

Segundo a topologia recuperada em nosso estudo, o clado irmdo de Pristocerinae €
formado por Epyrinae+(Scleroderminae+Mesitiinae). Essa topologia difere da proposta por
Sorg (1988), Carpenter (1999) e Terayama (2003a), pois Scleroderminae era considerada uma
tribo de Epyrinae sensu Evans (1964), inclusive, devido a essa esse fato, esses autores foram
incapazes de apontar qualquer sinapomorfia para Epyrinae. Carr et al. (2010) detectaram a
parafilia de Epyrinae sensu Evans (1964) evidenciando a necessidade de se fazer uma revisao da
subfamilia. Ap6s a separacdo de Sclerodermini de Epyrinae por Alencar & Azevedo (2013) os
autores apontaram pela primeira vez uma sinapomorfia para a subfamilia Epyrinae: peciolo com
raiz e corpo fundidos.

O agrupamento encontrado no presente estudo formado por Scleroderminae sensu
Alencar & Azevedo (2013) e Mesitiinae jd havia sido apontado por Carr et al. (2010). Os
autores, por terem usado apenas um representante de Mesitiinae, ressaltaram a necessidade de
estudos complementares para verificar a validade desse agrupamento incluindo mais
representantes dessa subfamilia, além da necessidade de se encontrar sinapomorfias para esse
arranjo inesperado. No presente estudo utilizamos uma amostra mais representativa, com
metade dos géneros reconhecidos de Mesitilnae, e corroboramos o agrupamento
Scleroderminae+Mesitiinae, porém sem apontar a sinapomorfia para esse arranjo. Dados
morfolégicos de Mesitiinae mostram que a subfamilia apresenta uma quantidade enorme de
autapomorfias, com caracteristicas ndo observadas em outras subfamilias como, por exemplo,
coloracdo preta marcante e vermelha brilhante e espinhos no propédeo (Argaman, 2003). Por ter
acumulado autapomorfias tdo rapidamente, Mesitiinae divergiu morfologicamente de
Scleroderminae de tal forma que nenhum autor, utilizando dados morfolégicos, conseguiu
apontar essas duas subfamilias como sendo relacionadas.

Como mostrado, Bethylidae teve um histdrico de classificacdo conturbado, os estudos
cladisticos desenvolvidos recentemente com dados morfolégicos foram de grande valia para o
melhor entendimento do arranjo interno da familia. Esses estudos resultaram na sinonimizacao
da tribo Cephalomiini (Lanes & Azevedo, 2008), sinonimizagcdo das subfamilias Galodoxinae
(Azevedo & Lanes, 2009) e Afgoiogfinae (Terayama, 2003a) e principalmente, na separagdo de
Scleroderminae, que equivocadamente foi considerado por Evans (1964) como uma linhagem
de Epyrinae (Alencar & Azevedo, 2013).

A incorporagdo da ferramenta molecular trouxe uma nova abordagem nos estudos

cladisticos e se mostrou eficiente por corroborar arranjos estabelecidos previamente por dados
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morfolégicos e revelar relacdes inéditas que ndo puderam ser inferidas anteriormente.
Acreditamos que o panorama atual fornece uma nova perspectiva de estudo, indicando novas
abordagens a serem investigadas e testadas por estudos morfolégicos mais robustos e
especificos, como, por exemplo, avaliar a relagdo proposta de Pristocerinae como grupo-irmao
de Epyrinae+(Scleroderminae+Mesitiinae), assim como, de maneira inédita, avaliar a relagdo de

Scleroderminae e Mesitiinae.

Origem e diversificacdo de Bethylidae

A distribuicdo atual da familia Bethylidae é cosmopolita e a maior diversidade de
espécies ocorre nas regides tropicais do planeta (Azevedo, 2006). Para a regido Neotropical, sdo
registrados 28 géneros e cerca de 850 espécies. Na regido Afrotropical (Etidpica) foi registrada
a ocorréncia de 38 géneros (Mugrabi & Azevedo, 2010). Sdo listados 40 gé€neros com
ocorréncia na regido oriental (Terayama, 2003b; Argaman, 2003). Terayama (2003b) lista a
ocorréncia de 36 gé€neros para regido Paledrtica e 22 para regido Nedrtica. Para a regido da
Austrélia, sdo citados 19 géneros (Azevedo, 2006), sendo que Gordh & Modczér (1990) listaram
48 espécies validas, a maioria delas endémica.

E provdvel que a distribuicio atual de Bethylidae e o arranjo entre as subfamilias
reflitam sua distribuicdo inicial. Vérios grupos taxondmicos com distribuicao nas regides ao sul
do globo tém sido considerados bons candidatos a possuirem um histérico de vicariancia
concordante com o histérico das placas tectonicas (Jardine & McKenzie, 1972; revisado em
Cranston, 2005). De acordo com Brothers (2011) € possivel supor que as familias mais basais de
Chrysidoidea tiveram distribui¢do Gondwanica, uma vez que as reconstrucdes paleogeogréficas
mostram que a América do Sul, Antértica, Australia e India-Madagascar permaneceram ligadas
na maior parte do Creticeo tardio até pelo menos 80 m.a.a. (Hay et al., 1999).

A partir dos fésseis encontrados de Lancepyrinae e Scleroderminae (Azevedo & Azar,
2012; Evans, 1973), € possivel supor que, no Cretdceo superior ja havia ocorrido a divisdo entre
as duas principais linhagens de Bethylidae: uma linhagem lepidopterophagous, que parasita
microlepdépteros (Bethylinae) e outra coleopterophagous, que parasita coledpteros (demais
subfamilias) (Azevedo & Azar, 2012; Carr et al., 2010). Dada a retencdo das caracteristicas
plesiomorficas de Bethylinae, imaginava-se que essa subfamilia tivesse a origem mais antiga em
relacdo as demais subfamilias. Através da datacdo com o relégio molecular, nossas andlises
indicam a separacdo de Chrysididae e Bethylidae por volta de 139 m.a.a, com a divisdo de

Bethylidae nas duas linhagens principais ha 131 m.a.a.
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Origem e dispersdo da linhagem lepidopterophagous

A linhagem dos membros viventes de Bethylinae, surpreendentemente, foi observada
como tendo uma origem recente (~63 m.a.a.), corroborando com a datagdo dos fésseis mais
antigos encontrados para a subfamilia no periodo Eoceno, com 56 m.a.a (Sorg, 1988). Desse
modo, nossos dados permitem afirmar que os membros viventes de Bethylinae tiveram origem
recente, apesar de pertencerem a uma linhagem que se separou das demais subfamilias no
comeco da diversificacdio de Bethylidae. Provavelmente os membros mais antigos dessa
subfamilia foram extintos.

Pelo histérico de distribui¢ao da subfamilia, € possivel apontar a regido da Antartica
como palco de grande parte da extingdo de Bethylinae. Nossas andlises apontam o centro de
origem de Bethylidae hd ~139 m.a.a em uma 4rea que compreendia Austrilia e India-
Madagascar. A separacdo das duas principais linhagens de Bethylidae deve ter ocorrido no
mesmo cendrio, uma vez que nossos dados apontam a separacdo das duas linhagens iniciais logo
em seguida (ha ~131 m.a.a).

Pelos dados de distribuicdo atual que envolve os géneros mais basais Lyfopsenella e
Eupsenella propomos que a linhagem ancestral de Bethylinae se dispersou mais ao sul da
Australia, alcangcando a América do Sul provavelmente pela Antértica. Ao mesmo tempo, a
linhagem que daria origem as demais subfamilias se expandiu na dire¢do norte, ocupando
posteriormente a Africa e a Ardbia.

Parece sugestivo que a linhagem de Bethylinae que parasita microlepdépteros ndo tenha
sido tdo bem sucedida quanto a linhagem que parasita coledpteros, que se expandiu rumo a
Africa e Oriente. Além de possuir poucos géneros e géneros com poucas espécies, Bethylinae
possui uma distribui¢do bem restrita quando comparada as outras subfamilias.

Dos sete géneros de Bethylinae, cinco apresentam distribuicdo restrita. Eupsenella (45
espécies) é endémico da Austrdlia (Ramos & Azevedo, 2012). Os géneros Prosierola Kieffer,
1905 (seis espécies) e Lyfopsenella (duas espécies viventes) sdo restritos ao Novo Mundo
(Terayama, 1995a; Azevedo, 2009) e Bethylus Latreille, 1802 (33 espécies) ocorre somente na
regido Holartica (Terayama, 2004). O género Odontepyris Kieffer, 1904 (34 espécies) ocorre
principalmente na regido oriental, com algumas poucas espécies registradas na regido Etidpica e
Paledrtica (Xu & He, 2006). Somente dois géneros obtiveram maior sucesso: Goniozus que
possui 170 espécies com distribuicdio mundial (Lim & Lee, 2012) e Sierola que apresenta
aproximadamente 200 espécies descritas, devido a irradiacdo muito recente que ocorreu no

Havai (Gordh, 1998).
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Como demonstrado, Eupsenella e Lytopsenella sdo géneros correlatados, sendo o
primeiro endémico da Austrilia e o segundo endémico do Chile, tipico de uma distribui¢do
disjunta previamente Gondwanica seguido por evento vicariante. Para explicar o evento
vicariante entre Lytopsenella e Eupsenella pode-se resgatar a histéria de movimento dos
continentes Austrdlia e América do sul.

A Austrdlia se separou progressivamente da Antdrtica durante o Palaedgeno, mas
permaneceu conectada a este continente até o fim do Eoceno (40-35 m.a.a.), quando esses dois
continentes foram separados pelo Mar da Tasmania (Lawver ef al., 1992; Briggs, 1995), que se
tornou consideravelmente profundo aproximadamente ha 32 m.a.a. (Lawver & Gahagan, 2003).
A América do Sul se separou da Antartica depois da abertura da passagem Drake ha 35-30.5
m.a.a. (Scotese, 2001; Lawver & Gahagan, 2003). A temperatura durante esse intervalo era
muito mais elevada do que a atual e a Antartica deve ter permanecido sem gelo até 34 m.a.a,
apresentando uma floresta subtropical-temperada (Dingle & Lavelle, 1998; Thorn & DeConto,
2006). Desse modo pode-se considerar a América do Sul e Austrdlia como uma tnica unidade
até o Eoceno (~50 m.a.a), com o isolamento da Antartica, todos os ocupantes desse continente

se extinguiram, isolando Lyfopsenella na América do Sul e Eupsenella na Austrélia.

Origem e dispersdo da linhagem coleopterophagous

O surgimento de Pristocerinae foi datado no presente estudo em aproximadamente 98
milhdes de anos. Essa familia é composta atualmente por 800 espécies, porém, a maioria dos 22
géneros vélidos possuem menos de 10 espécies descritas, e os géneros Dissomphalus Ashmead
1893, Pseudisobrachium Kieffer, 1904 e Apenesia Westwood, 1874 sdo responsdveis por mais
de 600 espécies (Azevedo, 2004) e sdo os unicos géneros cosmopolitas de Pristocerinae
(Azevedo, 2006). Todos os 22 géneros de Pristocerinae ocorrem na regido Etidpica ou Oriental,
na verdade quase a metade dos géneros validos de Pristocerinae € restrita a regido Etidpica
(Afgoiogfa; Afrocera Benoit, 1983; Apristocera Kieffer, 1914; Prosapenesia Kieffer, 1910;
Trichiscus Benoit, 1956, Kathepyris Kieffer, 1907 Diepyris Benoit, 1957, Dicrogenium
Stadelmann, 1894, Neodicrogenium Benoit, 1957 e Usakosia Kieffer, 1914) e Oriental
(Caloapenesia Terayama, 1995; Foenobethylus; Neoapenesia Terayama, 1995 e Scaphepyris
Lanes & Azevedo, 2007).

Esses dados de distribuicdo sugerem que Pristocerinae teve o centro de origem na regifo
sudeste do continente Godwanico, regido atualmente da India, Madagascar e Ardbia. Pela
reconstrucdo biogeografica indicada pela estimativa de dispersdo DIVA, a origem de
Pristocerinae ocorreu na regido Oriental; o clado mais basal da subfamilia indicado pelo gene
COI ¢ formado pelos géneros Género nov. e Caloapenesia que possui ocorréncia restrita a

regido oriental; o clado que emerge a seguir é formado por géneros com distribuicdo africana e
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ou oriental, em concordancia com a estimativa de DIVA, o que sugere distribui¢do inicial Afro-
oriental para esse clado.

Epyrinae possui 20 géneros com 761 espécies e descedentente da linhagem que se
separou de Scleroderminae+Mesitiinae ha aproximadamente 100 m.a.a. Sua distribui¢do, assim
como de Pristocerinae, é predominante na Etidpica e Oriental, com 16 géneros ocorrendo nessas
duas 4reas, coincidindo com a estimativa de que a drea ancestral obtida para a ocupagdo de

Epyrinae era a regido Oriental (India- Madagascar).

Mesitiinae e Scleroderminae: confirmando uma relagdo inusitada

Mesitiinae apresentam padrdo de distribuicdo tnico em Bethylidae, ndo ocorrem nas
regides do Novo Mundo e na Austrdlia, e sua diversidade genérica ocorre na regido Paledrtica.
Morfologicamente, Mesitiinae sdo bastante caracteristicos e pouco diversos. Devido a essas
peculiaridades alguns autores j4 suspeitavam de uma origem recente. Carr et al. (2010) sugerem
a origem para a subfamilia apds a abertura do oceano Atlantico e Terayama (2003b) sugere que
os membros de Mesitiinae tiveram origem recente dentre as subfamilias de Bethylidae.

Nossos resultados corroboram a estimativa para uma origem recente de Mesitiinae.
Quando analisados os genes em separado, Scleroderminae aparecem como parafilética em
relagio aos Mesitiinae. E possivel, portanto, que Mesitiinae tenham se originado de um estoque
de Scleroderminae, em um periodo recente entre 20-40 m.a.a e por terem acumulado inimeras
autapomorfias em um pequeno periodo de tempo, aparentam pertencer a uma linhagem distinta.

O clado formado por Scleroderminae + Mesitiinae foi estimado em nossas andlises
como se originando hd aproximadamente 94 m.a.a, os representantes viventes de
Scleroderminae com origem estimada hd 89 m.a.a e os membros de Mesitiinae compartilharam
um ancestral comum mais recente por volta de 45 m.a.a. Através da andlise de reconstrugdo
biogeogrifica foi estimada uma distribuicdo inicial para o ancestral compartilhado por
Scleroderminae e Mesitiinae na regido Oriental +Africana e uma origem recente de Mesitiinae,
quando os continentes ocupavam posicdes similares a da atualidade, tornando possivel a
dispersao para a regido Paledrtica.

Estimativas de tempo de divergéncia e associacdo dos eventos de cladogénese com a
biogeografia histdrica foram realizadas de forma inédita no presente estudo e trouxeram novas
contribuicdes para o entendimento dos eventos que levaram a distribuicdo atual para os
membros da familia Bethylidae. A histdéria da diversificacdo de Bethylinae concorda com o
histérico de separagdo dos continentes, e corrobora a ideia de distribuicdo inicial de
Chrysidoidea no continente Godwanico, como previamente proposto por Brothers (2011).

Os dados sobre distribui¢do geografica atual, associados com o tempo de divergéncia

das subfamilias apontam novos questionamentos, e requerem novas abordagens de estudo. E
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sabido que a relacdo entre o parasitéide e o hospedeiro pode influenciar a abundéncia do
primeiro. Em Chrysidoidea, por exemplo, das aproximadamente 8.000 espécies, 5.200 sdo
referentes a Bethylidae e Chrysididae (Davis et al., 2010). Membros de Bethylidae, parasitam
Lepidoptera e Coleoptera, enquanto Chrysididae parasitam primariamente outros Hymenoptera
e Lepidoptera. Os grupos de hospedeiros Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera, por sua vez,
sd0 muito mais especiosos quando comparados com os hospedeiros de outras familias de
Chrysidoidea, como Sclerogibbidae que parasitam Embioptera, e Dryinidae e Embolemidae que
parasitam Hemipetera.

Tomando essa linha de pensamento, em uma escala menor, surgem alguns
questionamentos, como se o modo de vida do parasita estaria associado com o sucesso evolutivo
de alguns clados de Bethylidae; ou ainda se alguns clados seriam especialistas na escolha de
seus hospedeiros. Com a datagdo obtida nesse estudo, pode-se avangar no conhecimento e
questionar por que géneros que surgiram ha vérios milhdes de anos, com a possibilidade de
grande diversificacdo (como por exemplo, Caloapenesia) sdo restritos a poucas espécies e
pequenas regides do globo, enquanto géneros recentes (como por exemplo, Goniozus e Sierola)
sofreram uma enorme radiagao.

Acreditamos dessa maneira que nosso trabalho trouxe contribui¢do para o entendimento
das relagdes filogenéticas e auxiliaram no entendimento da origem e diversificacio de
Bethylidae e finalmente forneceu um novo panorama, no qual novos estudos devem ser
elaborados para compreender os mecanismos evolutivos de um grupo de organismos com um

papel fundamental na manutencdo do ecossistema terrestre.

Amplificando e sequenciando genes em Bethylidae

No presente estudo, para obter uma amostragem significativa dos géneros a serem
utilizados nas andlises, foi necessdrio utilizar exemplares depositados em colecdes
entomoldgicas, a partir de espécimes desidratados e preparados em alfinetes, alguns preparados
h4 mais de 20 anos.

E consenso que o tempo e as condi¢des de armazenamento influenciam na qualidade do
DNA obtido, quanto mais velho e seco o espécime, maior a degradacao do DNA (Van Houdt et
al., 2010). Esse tipo de material armazenado em via seca gera outro tipo de dificuldade na
amplificacdo do DNA via PCR, pois o DNA das amostras € contaminado por DNA de fungos,
pragas de colecdo ou humano devido a contaminacido pelo manuseamento (Champlot et al.,
2010; Andersen & Mills 2012).

Além do baixo sucesso na amplificacio da amostra devido a qualidade do DNA,
observamos contamina¢des do DNA alvo com outros DNAs provenientes do processo de coleta,

preparacdo, manuseio e conservagdo dos espécimes, confirmado pela amplificagcdo de DNA de
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outros organismos, tais como o da praga de colecdo Liposcelis bostrychophila, do fungo da
espécie Aspergillus niger e de Homo sapiens.

Outro agravante no processo de amplificacdo do DNA de nossas amostras ocorreu pela
amplificacdo cruzada de DNAs provenientes da bactéria pertencente ao género Wolbachia e de
restos do outros organismos considerados hospedeiros do parasitéide.

A amplificacdo com Wolbachia é um problema recorrente quando se usa primers
universais para amplificar gene COI (Smith et al, 2012). Estima-se que essa bactéria
endossimbionte esteja presente em 66% de todos os artrépodes (Hilgenboecker et al., 2008).
De acordo com Stouthamer et al. (1990), bactérias desse género sdo capazes de alterar a razdo
sexual em himendpteros infectados.

Naturalmente vespas parasitdides se reproduzem sexualmente gerando f€meas; ou por
partenogénese gerando machos. A bactéria Wolbachia induz as vespas a se reproduzirem por
partenogénese telitoca, com nascimento apenas de fémeas (Plantard ef al., 1998). Em programas
de controle de pragas o uso de populagdes telitocas reduz os custos de produgdo do agente, pois
ndo hi producdo de machos, o que facilita o estabelecimento dos parasitéides no campo sem
necessidade de cépula.

A confirmacgdo da infec¢do de populagdes de vespas parasitdides pode ser feita através
da deteccdo do DNA da bactéria através de PCR (Ciociola Jr et al., 2001). No presente trabalho
foi possivel verificar a infeccdo de varios géneros de Bethylidae pela bactéria Wolbachia de
forma inédita.

A amplificacio cruzada com hospedeiros de vespas parasitdides tem sido relatado por
alguns autores (Lee & Lee, 2012; Rcek er al.,2011). Rougerie et al. (2011) demonstram o
potencial da identificacdo de hospedeiros através da técnica de cddigo de barras de DNA (DNA
barcoding), ressaltando que insetos que sofrem metamorfoses possuem um modo de vida
complexo e desconhecido. Geralmente nio se sabe do que as larvas se alimentam, e esse tipo de
conhecimento requer um trabalho de campo e laboratorial intensivo. Desconhecer os
hospedeiros de vespas parasitdides pode ser um entrave para o uso do grupo no controle de
pragas agricolas.

No presente trabalho foi possivel fazer algumas associacOes parasita-hospedeiro, tais
como os géneros de Bethylinae Lytopsenella Kieffer, 1905 e Sierola Cameron, 1881 com
lepiddpteros pertencentes a superfamilia Geometroidea. O género Eupsenella Westwood, 1874
foi associado repetidamente com outros Hymenoptera. A sequéncia de sete exemplares, tanto
com o gene COI tanto com o gene rDNA 28S, quando submetidos a ferramenta BLAST
apresentavam alta similaridade com o género Apis Linnaeus, 1758. Apesar da possibilidade da
presenca do DNA de Apis presente em Eupsenella ser resultado de outro tipo de contaminagao,
ha de se considerar que existe um forte indicio de que Eupsenella possa parasitar outros

himendpteros, ao invés de lepidopteros.
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Existem alguns registros andmalos na literatura em que membros de Bethylinae
aparecem emergindo de hospedeiros diferentes das usuais larvas de lepidopteros tornando nossa
hipétese plausivel. O género Goniozus Forster 1856, por exemplo, ja foi associado em outros
estudos a hospedeiros como besouro da familia Anobiidae (Richards, 1955), diptero da familia
Cecidomyiidae (Kurian, 1952) e vespa da familia Sphecidae (Melo & Evans, 1993). Membros
das demais subfamilias de Bethylidae também foram relacionados a hospedeiros incomuns em
condi¢des experimentais tais como abelhas, vespas e formigas (Polaszek & Krombein, 1994).

Devido as peculiaridades de nossa amostra, causadas por problemas de contaminagdo e
baixa qualidade do DNA relatadas acima, em vdrias ocasides utilizamos primers internos
alternativos que amplificavam fragmentos pequenos, quando o DNA se encontrava degradado, e
primes mais especificos, para evitar contaminagdes cruzadas. A nossa taxa de sucesso na
obten¢do das sequéncias ficou em torno de 25%, fazendo-se necessario o processamento de um

grande nimero de espécimes para se chegar a sequéncia vidvel de 111 exemplares.

Escolha dos marcadores

Os primeiros trabalhos com filogenética envolvendo Hymenoptera utilizaram
tradicionalmente os genes mitocondriais 16S rDNA e COI e o gene nuclear 28S rDNA. Os
genes mitocondriais 16S rDNA e COI sao empregados com frequéncia em andlises filogenéticas
envolvendo membros de Apoidea e Chrysidoidea para resolver parentesco entre familias e
géneros (Dowton & Austin, 1998; Mardulyn & Whitield, 1999; Chen et al., 2004; Michel-Salzat
et al., 2004; Niehuis & Wigele, 2004; Castro & Dowton, 2006; Carr et al., 2010; Debevec et al.,
2012).

Genes mitocondriais sabidamente evoluem em uma taxa mais alta do que genes
nucleares. Em insetos, estima-se que genes mitocondriais evoluam de 2 a 9 vezes mais rapido
do que genes nucleares codificadores de proteinas (DeSalle et al., 1987; Monteiro & Pierce,
2001; Moriyama & Powell, 1997).

Altos niveis de divergéncia em genes mitocondriais foram encontrados dentro de
Hymenoptera, em trabalhos que obtiveram sucesso em recuperar relagdes filogenéticas inter e
intragenéricas (Stone & Cook, 1998; Nyman et al., 2000) e também relagdes intraespecificas
(Rokas et al., 2000). Rokas et al. (2001) tentando definir marcadores apropriados para filogenia
molecular em insetos encontraram altos niveis de divergéncia para o gene COI em Cynipidae,
chegando a 40%, enquanto que o gene 28S rDNA apresentou divergéncia de 8,5%. As
divergéncias genéticas encontradas no presente estudo para os genes mitocondriais em
Bethylidae, foi de 12-34% e 20-44% para o gene 16S rDNA e COI, respectivamente, e de 3-
15% para o gene nuclear 28S rDNA, corroborando a evolu¢do mais lenta do gene nuclear em

relagdo ao mitocondrial.
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E vilido ressaltar que um marcador com evolucdo rdpida pode se tornar saturado de
mutagdes no decorrer do tempo devido ao efeito de substitui¢des multiplas no mesmo locus e se
tornar um marcador ineficiente para estimar filogenia.

Marcadores de evolucdo ripida sdo bem menos uteis ao se tentar recuperar filogenias
com niveis hierdrquicos superiores (linhagens que divergiram a mais de 50 m.a.a.) tanto em
Hymenoptera (Belshaw & Quicke, 1997; Rokas et al., 2001) quanto em outros insetos
(Howland & Hewitt, 1995).

Quando genes mitocondriais sdo utilizados associados com genes nucleares, geralmente
se observa que genes nucleares apresentam um poder de resolucdo maior (principalmente em
niveis taxondmicos superiores) e valores de suporte maiores para os clados, quando comparado
com genes mitocondriais (Morris et al., 2002; Reed & Sperling, 1999). De maneira geral é
aconselhado em estudos filogenéticos o uso de alinhamentos concatenados utilizando pelo
menos dois genes (Gadagkar et al., 2005), obtendo maior acurdcia nas inferéncias filogenéticas
e evitando possiveis diferengas entre drvores de genes e arvores de espécies.

Himenoépteros, em especial, possuem composi¢do nucleotidica com alto viés para um
conteddo rico em A-T (Crozier & Crozier, 1993; Dowton & Austin, 1995; Whitfield &
Cameron, 1998). O viés A-T reduz de quatro estados de caracteres (A, C, G, ou T) para
praticamente dois estados de caracteres (A ou T). O resultado € que esses sitios A-T se tornam
saturados mais rapidamente do que outros sem esse Viés.

No presente trabalho, os genes mitocondriais das espécies de Bethylidae apresentaram
uma alta frequéncia de A-T, tanto para o gene COI (73,13%) quanto para o gene 16S rDNA
(80,54%). O gene 28S rDNA, por sua vez, apresentou uma frequéncia bem menor, com 40% na
composi¢do das bases para o conteiido A-T. Essas taxas de composi¢do nucleotidica obtida é
compardvel com os dados de Dowton & Austin (1995) para os genes COI e 16S rDNA, que
também mostraram alto conteido de bases A-T com 74.0% e 81.9%, respectivamente. A
composi¢ao nucleotidica baixa encontrada para o gene 28S rDNA estd de acordo com a ideia de
que esse gene nao apresenta um viés para um rico conteido de A-T ndo sendo, portanto,
influenciado por altas frequéncias de homoplasias (Rokas et al., 2001).

O gene nuclear 28S rDNA € frequentemente utilizado por vdrios autores para a
reconstru¢do filogenética envolvendo relagcdes entre tdxons superiores como tribo e familia
(Dowton & Austin, 1998; Gaultier et al., 2000; Chen et al., 2004; Carr et al., 2010; Heraty et
al., 2011). O maior desafio ao se trabalhar com genes ribossomais, entretanto, ocorre no
alinhamento das sequéncias, devido a presenca de regides com vdrias algas, tornando necessdria
a consideracao da estrutura secunddria do RNA para evitar comparacdes entre regides que nio
sao homologas.

No trabalho envolvendo dados moleculares de Bethylidae realizado por Carr et al.

(2010) foram utilizadas sequéncias dos genes 16S rDNA e 28S rDNA, pertencentes a 18
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géneros de Bethylidae. Porém os autores ndo encontraram suporte para estabelecer as relagdes
entre as subfamilias. Essa falta de resolug@o deve-se, principalmente, a escolha dos marcadores
e a quantidade de genes utilizados.

Em sua andlise, Carr e colaboradores verificaram que a 4rvore gerada exclusivamente
com o gene 16S rDNA apresentou uma resolucdo muito pobre, sendo quase desprovida de
informacdo, exceto pela recuperacdo de Bethylinae como um grupo monofilético. A 4rvore
gerada com dados do gene 28S rDNA, por outro lado, € bem mais robusta, sendo possivel
recuperar a monofilia de Bethylidae, das subfamilias e determinar a posicao de Bethylinae em
relacdo as demais. Ao se concatenar os dois genes ndo se obteve nenhuma informacao adicional
além dessas citadas para o 28S rDNA, evidenciando a pouca contribui¢do do gene 16S rDNA na
anélise.

No presente estudo, o gene COI se mostrou bastante informativo, recuperando a
monofilia de Bethylinae, Pristocerinae e Mesitiinae, enquanto o gene 16S rDNA contribuiu
exclusivamente para confirmar a monofilia de Bethylinae. O gene 28S rDNA foi o mais
informativo, recuperando a monofilia de Bethylidae e de todas as subfamilias, exceto
Scleroderminae.

Somente com a andlise com os trés genes concatenados tornou-se possivel recuperar as
relacdes entre todas as subfamilias.

A incorporacdo da ferramenta molecular em Bethylidae ¢ uma realidade recente, e a
incorporagdo de novos marcadores na sistemdtica desse grupo sem duividas auxiliard no

entendimento da evolugdo de um grupo tdo diverso e de importincia ecoldgica.
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Anexo 2.1.

Espécimes de Bethylidae utilizados no presente estudo, com destaque nos genes analisados por individuos: citocromo oxidase I (COI) e 28S (28S

rRNA).
Familia: Subfamilia' Género Espécie Fonte® 16S rRNA Col 28S rRNA
B. fusciformes Doc 259 - M -
Bethylus B. cephalotes GenBank GU213917 - GU213939
B. fuscicornes GenBank - - GU213940
Eupsenella E. insulana Doc 250 -Y M
Goniozus sp.A (strictu sensu) GenBank - - GU213942
Goniozus sp.B (strictu sensu GenBank - - GU213943
Goniozus sp.C (strictu sensu) Doc 394 - M M
Goniozus Goniozus legneri GenBank GU213920 - GU213948
Goniozus nephantidis GenBank GU213921 - GU213947
Goniozus sp.D (var. Parasierola) Doc 392 - v A\
— . Goniozus sp.E (var. Parasierola) Doc 393 - A v
J(S;e)thyhdae. Bethylinae Goniozus sp.F (var. Parasierola) GenBank GU213919 - GU213941
Lytopsenella L. testaceicornes Doc 154 v - -
Lytopsenella sp. Doc 471 - \
Odontepyris bedus Doc 287 - - v
. Odontepyris sp.A Doc 435 - A
Odontepyris Odontepyris sp-B GenBank } } GU213944
Odontepyris sp.C GenBank GU213918 - GU213945
Prosierola Prosierola sp.A Doc 399 - \ A
Prosierola sp.B Doc 397 - A A
S. ¢f anthacina Doc 260 - M M
Sierola S. concave gena Doc 261 - M v
S. gracile Doc 262 - - A

69




Familia: Subfamilia’ Geénero Espécie Fonte” 16S rRNA COlI 28S rRNA
A. analis Doc 301 - A
Anisepyris A. amazonicus Doc 303 - -
A. subviolaceus GenBank GU213926 - GU213965
Anisepyris SP GenBank GU213925 - GU213964
Bakeriella sp.A Doc 295 - v -
. B. erythogasta Doc 297 - \ -
Bakeriella B. bulbosa Doc 298 - v -
Bakeriella sp.B Doc 398 - M M
Disepyris sp.A Doc 223 - M v
Disepyris Disepyris sp.B Doc 270 - - A
Disepyris sp.C Doc 214
Epyris sp.A Doc 300 - M M
Epyris Epyris sp.B Doc 115 A A A
Epyrinae (17) Epyris sp.C GenBank GU213924 - GU213969
Epyris sp.D GenBank GU213922 - GU213967
Formosiepyris Formosiepyris sp. Doc 218 M M v
Holepyris sp.A A 136 - \ A
Holepyris sp.B Doc 229 - M
Holepyris Holepyris sp.C Doc 70 M M v
Holepyris sp.D GenBank - - GU213970
Holepyris sp.E Doc 328 - - A
. Trachepyris sp.A Doc 117 \ \ v
Trachepyris Trachepyris sp.B Doc 225 A A A
Rhabdepyris sp. Rhabdepyris sp. GenBank AJ514326 AJ514364 -
Laelius akares Doc 152 \ \ v
Laelius Laelius sp. Doc 156 - - v
Laelius pedatus GenBank - - GU213963
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Familia: Subfamilia’ Geénero Espécie Fonte” 16S rRNA COlI 28S rRNA
Codorcas Codorcas sp. Doc 232 - - v
Clytovorus Clytovorus sp. Doc 267 - - v
Heterocoelia Heterocoelia sp.A Doc 157 - v v

Heterocoelia sp.B Doc 158 - v v
Metrionotus Metrionotus sp.A Doc 161 M M v
Metrionotus sp.B Doc 162 v - v

Mesitiinae (22) Mesitius Mesitius absents Doc 235 A v
Pilomesitius Pilomesitius sp. Doc 246 M M v
Pseudomesitius Pseudomesitius sp Doc 386 - v v

Sulcomesitius sp.A Doc 160 - v v
Sulcomesitius Sulcomesitius sp.B Doc 159 - - v
Sulcomesitius sp.C GenBank GU213923 - -
Ukayakos Ukayakos sp. Doc 375 - - v
Zimankos Z. shianaka Doc 271 - \ v
Itapayos Itapayos sp. Doc 272 - - A
Acrepyris A. armiferus Doc 02 - v v
Apenesia sp.A A 163 - v -

Apenesia Apenesia sp.B Doc 131 v v
A. concavata Doc 53 v v -
D. apertus Doc 346 - v -
D. plaumani Doc 354 - - v
D. vallensis Doc 366 - - v
D. curviventris Doc 360 - - v
Pristocerinae (22) Dissomphalus D. unitus Doc 361 - - v
D. krombiei Doc 388 - - v
D. nanus Doc 352 - v -
Dissomphalus sp nv. Doc 48 v v v
Dissomphalus sp. A Mada - v -
Foenobethylus F. emiliacasellae Doc 238 - - A
F. bidentadus Doc 242 - - v
Kathepyris Kathepyris sp. Doc 395 - - v
Parascleroderma Parascleroderma sp.A Doc 230 M M v
Parascleroderma sp.B Doc 263 - - v
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Familia: Subfamilia’ Geénero Espécie Fonte” 16S rRNA Col 28S rRNA
Pristocera sp.A Doc 68 M M M
Pristocera sp.B Doc 135 - v M
Pristocera Pristocera sp.C GenBank GU213916- - GQ3747291
Pristocera sp.D GenBank - - GU213954
Pristocera sp.E Doc 118 \ A \
Caloapenesia sp.A A 29 - A -
. Caloapenesia sp.B A 27 - A -
Caloapenesia Caloapenesia sp.C Doc 126 M - M
Caloapenesia sp.D Doc 127 \ - \
Género nov.. Género nov. sp. Doc 407 - A -
Neoapenesia Neoapenesia sp. A25 - A -
Pristocerinae Protisobrachium sp.A A 135 - v -
22) Protisobrachium sp.B A 40 - A -
Protisobrachium Protisobrachium sp.C M184 - A A
Protisobrachium sp.D M22 - A -
Protisobrachium sp.E M228 - v -
Trichiscus sp.A A109 - A -
Trichiscus Trichiscus sp.B A 120 - M -
Trichiscus sp.C M89 - - M
Trichiscus sp.D GenBank - - GU213953
Pseudsobrachium sp.A A - A A
Pseudsobrachium sp.B Doc 69 M M M
Pseudsobrachium P. intertum Doc 72 \ A \
P.plasmai Doc 85 A A -
Pseudsobrachium sp.C GenBank - - GU213955
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Familia: Subfamilial Género Espécie Fonte2 16S rRNA COlI 28S rRNA
Allobethylus sp.A Doc 46 M - v
Allobethylus Allobethylus sp.B GenBank } - GU213960
Cephalonomia C. hyalinipennis GenBank GU213928 - GU213961
C. stephanoderis GenBank GU213929 GQ374632 GU213962
Discleroderma Discleroderma sp.A Doc 226 - - v
Discleroderma sp.B Doc 194 - A \
Glenosema Glenosema elevata Doc 78 v v
Prorops nasuta Doc 75 v M M
Scleroderminae (21) Prorops Prorops sp.A Doc 396 - v M
Prorops sp.B GenBank GU213927 - -
Plastanosis Plastanoxus sp.A Doc 406 - - M
Plastanoxus sp. GenBank - - GU213937
Sclerodermus sp. Doc 137 A A \
Sclerodermus S. guani GenBank - - FJ603062
S. sichuanensis GenBank - - FJ603063
Solepyris Solepyris sp. Doc 439 - v M
Tuberepyris Tuberepyris sp. Doc 434 - - \

"Em parénthesis, o nimero de géneros de cada subfamilia); “CEUFES: Cole¢io Entomolégica da UFES (Doc) ou GenBank.
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CAPITULO 3

Relacoes filogenéticas intergenéricas

das subfamilias de Bethylidae
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RESUMO

Bethylidae formam um grupo de vespas diverso, abundante e com distribuicao mundial.
Atualmente sdo reconhecidas cinco subfamilias viventes (Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae,
Scleroderminae e Mesitiinae) e uma subfamilia féssil (Lancepyrinae) alocados em 102 géneros,
sendo 89 viventes. O presente trabalho utilizou sequéncias de um gene mitocondrial (citocromo
oxidase I) e de um gene nuclear (subunidade maior do gene 28S ribossomal) de 50 géneros de
Bethylidae. As andlises filogenéticas de Médxima Verossimilhanca e Bayesiana foram realizadas
com os genes de maneira separada e com os genes concatenados. Alguns grupos foram
destacados como resolvidos taxonomicamente e ndo apresentam duvidas sobre sua identidade.
Para outros grupos é evidenciada a necessidade de estudos moleculares e morfolégicos mais
detalhados para a delimitagcdo taxondmica e elucidacdo das relagGes filogenéticas. Bethylinae foi
recuperado como agrupamento monofilético e os géneros Lytopsenella Kieffer, 1905 e
Eupsenella Westwood, 1874 como grupo-irmao e basal ao agrupamento formado pelos demais
géneros. Goniozus Forster, 1856 mostrou ser um género polifilético. Pristocerinae foi
recuperado como monofilética e subdividida em linhagens bem definidas, congruentes com
sinapomorfias morfolégicas. Pristocera Klug, 1808 foi recuperado como parafilético em relacao
Kathepyris Kieffer, 1907. Epyrinae e Scleroderminae tiveram um histérico taxondmico
conturbado, e apresentaram a necessidade de estudos filogenéticos mais aprofundados. Em
Epyrinae, o género Epyris Westwood, 1832 foi recuperado como polifilético. Em relacdo a
Scleroderminae, o género Discleroderma Kieffer, 1904 ndo teve suporte para serem agrupados
na subfamilia, ainda, os géneros Glenosema Kieffer, 1905, Tuberepyris Lanes & Azevedo, 2008
e Solepyris Azevedo, 2006 foram recuperados como linhagens dentro de Epyrinae e ndo como
pertencentes a Scleroderminae. A subdivisdo em tribos de Mesitiinae nio foi recuperada, sendo

considerado um arranjo artificial.
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ABSTRACT

Bethylidae form a diverse group of wasps, abundant and worldwide distribution.
Currently there are five recognized living subfamilies (Bethylinae, Pristocerinae, Epyrinae,
Scleroderminae and Mesitiinae) and one fossil subfamily (Lancepyrinae) distributed among 102
genera of which 89 are living. In this work we used sequences of one mitochondrial genes
(cytochrome oxidase subunit I) and one nuclear gene (large subunit 28S of ribosomal DNA)
representind 50 Bethylid’s genus. In Bethylinae the genera Lytopsenella Kieffer, 1905 and
Eupsenella Westwood, 1874 were recovered as sister and basal-group of all other genera.
Goniozus Forster, 1856 is poliphyletic and should be represented for more than one genus. The
subdivision of Pristocerinae into well defined lineages was congruent with morphological
sinapomorphies of the group. Pristocera Klug, 1808 was recovered as paraphyletic in relation to
Kathepyris Kieffer, 1907, raising questions about the identity of these two genera. Epyrinae and
Scleroderminae have had a confusing taxonomic history and the molecular phylogeny
demonstrated the need for deeper phylogenetic studies. In Epyrinae, Epyris Westwood, 1832
was recovered as poliphyletic. In Scleroderminae, the position of Discleroderma Kieffer, 1904
is uncertain and the genus Glenossema Kieffer, 1905, Tuberepyris Lanes & Azevedo, 2008 and
Solepyris Azevedo, 2006 were included in Epyrinae and not in Scleroderminae as prescribed in
morphology-based studies. The subdivision of Mesitiinae into tribes was not recovered, being

considered an artificial cluster.
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INTRODUCAO

Bethylidae pertence a superfamilia Chrysidoidea (Finnamore & Brothers, 1993) e
atualmente € representada por 2481 espécies, organizadas em 102 géneros, e cinco subfamilias
viventes (Bethylinae, Epyrinae, Mesitiinae, Scleroderminae e Pristocerinae) e uma fossil
(Lancepyrinae) (Alencar & Azevedo, 2013; Azevedo & Azar, 2012). Sdo ectoparasitoides
principalmente de microlepiddpteros (Bethylinae) e coledpteros (demais subfamilias) (Evans,
1964; Carr et al., 2010; Azevedo & Azar, 2012).

De modo geral, Bethylidae é cosmopolita e sua maior diversidade ocorre nas regides
tropicais do planeta (Azevedo, 2006). Pristocerinae, Epyrinae e Scleroderminae sdo as mais
diversificadas, com distribui¢do em todas as regides zoogeograficas (ver Capitulo 2 do presente
estudo) com prevaléncia de Pristocerinae e Epyrinae na regido Oriental e Etidpica; enquanto
Scleroderminae ocorre em todas as regides zoogeogrificas de maneira mais uniforme.
Bethylinae, por sua vez, possui apenas sete géneros viventes e, apesar da subfamilia ocorrer em
todas as regiodes, alguns géneros t€m distribuicdo muito restrita como Prosierola Kieffer, 1905
Eupsenella e Lytopsenella. Mesitiinae possui uma distribui¢do peculiar s6 ocorrendo no Velho
Mundo (Europa, Asiae Africa).

As relagdes hierdrquicas entre os géneros das subfamilias foram investigadas em poucos
trabalhos. Bethylinae foi a subfamilia de Bethylidae mais investigada (Polaszek & Krombein,
1994; Terayama, 1995a e Ploeg & Nel, 2004), seguida de Epyrinae (Alencar & Azevedo, 2013 e
Lanes & Azevedo, 2008) e Pristocerinae (Terayama, 1996), enquanto Mesitiinae nunca foi alvo
de estudos cladisticos.

Embora Evans (1964) tenha sido o primeiro a fazer, em suas préprias palavras, uma
tentativa preliminar para recuperar as provaveis relacdes entre os géneros de Bethylidae que
ocorrem nas Américas, ndo usou nenhum método cladistico para inferir as relacdes entre os
géneros (Figura 3.1).

Os estudos usando dados morfoldgicos que envolveram Bethylinae mostram que a
relacdo entre os sete gé€neros ndo estd esclarecida e sdo discordantes (Polaszek & Krombein,
1994; Terayama, 1995a; Ploeg & Nel, 2004).

A monofilia de Pristocerinae ja foi confirmada previamente (Carpenter, 1999; Carr et
al., 2010; Terayama, 2003a), porém as relacdes internas s6 foram investigadas com dados
morfolégicos por Sorg (1988) utilizando cinco géneros e por Terayama (1996) utilizando 17
géneros.

Estudos envolvendo a subfamilia Epyrinae foram os mais complexos, pois
Scleroderminae esteve incluida em Epyrinae até meados do século passado quando a subfamilia

foi dividida nas tribos Epyrini, Cephalomiini e Sclerodermini (Evans, 1964). Mais tarde, Lanes
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e Azevedo (2008) sinonimizaram Cephalonomiini e Sclerodermini. Recentemente, Alencar &
Azevedo (2013) elevaram Sclerodermini sensu Lanes e Azevedo (2008) e Epyrini ao status de

subfamilia e realizaram um estudo envolvendo os 12 géneros de Epyrinae.

Ambos os sexos com asas reduzidas ou
auzentes

Glenossema Scisrodermus  Lepidosternopsis  Cephalonomia Bariplur
|
|Antenas com 12
| segmentos
|
|
Alto dimorfismo S |
|
FPreudrobrachium |
h 3 | GRIGELT
Dissomphalit, /
Om’pm"‘ | | Parasisrola
P.'r':socs."h_\ \ o
R | [* Prosiercia
| f
|
!

Lytopsenslia

Figura 3.1. Proposta das relacdes interna de Bethylidae modificado de Evans (1964).

Nenhum estudo das relagdes filogenéticas foi realizado entre os géneros de Mesitiinae.
Os dados filogenéticos que incluem Mesitiinae inferem apenas a relacdo da subfamilia com as
demais. Argaman (2003) dividiu a subfamilia em quatro tribos: Mesitiini, Heterocoelini,
Domonkosini e Triglenusini, porém suas decisdes ndo se basearam em testes cladisticos e esse
grupo ndo foi mais investigado.
O tnico estudo disponivel com dados moleculares foi desenvolvido por Carr et al.
(2010), envolveu 18 géneros de Bethylidae e continha poucos representantes de cada subfamilia,
sendo Epyrinae representado apenas por quatro dos 17 gé€neros e Pristocerinae por cinco dos 22
géneros. Assim, estudos mais abrangentes de cada subfamilia podem trazer novas interpretacdes
quanto a relacao dos géneros dentro de cada subfamilia.
Nosso presente estudo pretende avaliar as relagdes entre os géneros de Bethylidae
utilizando dois marcadores genéticos, um mitocondrial e um nuclear, envolvendo uma amostra
representativa de cada subfamilia, além de propor o periodo de origem e diversificagdo dos

géneros e estimar a drea provavel em que a diversificagdo ocorreu.
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MATERIAIS E METODOS

Material

O grupo interno foi composto de 97 sequéncias obitidas no presente trabalho e de 28
sequéncias retiradas do GenBank, sendo 16 sequéncias comuns a géneros utilizadas no presente
estudo e duas sequéncias de géneros exclusivos do GenBank (Rhabdepyris Kieffer, 1904 e
Cephalonomia). No total, utilizou-se 125 sequéncias pertencentes a 50 dos 89 géneros viventes
de Bethylidae (Tabela 2.2). Sequéncias do GenBank de exemplares de Aculeata foram utilizadas
como grupo externo. Sequéncias retiradas do GenBank de exemplares de Aculeata foram
utilizados para compor o grupo externo. Para a matriz do Gene COI foram utilizadas sequéncias
do GenBank de Tatuidris tatusia da familia Formicidae (JX82795) e Apis nigrocincta da familia
Apidae (DQ020232). Na matriz do gene 28S rDNA, foram utilizadas as sequéncias de cinco
membros de Aculeata: Apis nigrocincta (AF181591); Dolichovespula arenaria (GU596723);
Bupon sp (GU213974); Cleptes semiauratus (GU213975) e Chrysis ruddii (GU213973). Na
andlise referente ao gene 16S rDNA foi utilizado para compor o grupo externo sequéncias de
Chrysis analis (AJ514344), Trichrysis cyanea (AJ514362) e Apis nigrocincta (AF181581). Na
andlise concatenada foram utilizadas as sequéncias dos trés genes do exemplar de Apis
nigrocincta Como grupo externo.

A classificagdo para subfamilias e para géneros de Scleroderminae foi baseada em
Alencar & Azevedo (2013) e Lanes & Azevedo (2008). O género Foenobethylus Kieffer, 1913
foi classificado segundo Vérkonyi & Polaszek (2007). Um novo género foi identificado por
Gobbi (2013). Os demais géneros seguiram a classificacio utilizada por Terayama (2003b).

Os exemplares de Bethylidae utilizados no presente estudo estdo tombados na Colecdo

Entomolégica da Universidade Federal do Espirito Santo em via imida e em via seca.

Métodos

Extracdo, amplificacdo por PCR e sequénciamento do DNA

A extracdo de DNA total foi realizada a partir do abdome e da genitélia, utilizando o kit
de extracdo de DNA NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel), diluindo a amostra em média a
40ul. O extrato de DNA foi quantificado utilizando o espectrofotémetro NanoDrop ND1000

(Thermo Scientific).
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Foram amplificados o genes mitocdndrial Citocromo oxidase I (COI) e o gene nuclear
28S rDNA, utilizando os primers descritos Tabela 3.2.

Foi realizada a amplificagdo dos fragmentos utilizando a reagdo em cadeia da
Polimerase (PCR) em termociclador ABI Veriti® para um volume final de 25 pl. As reacdes de
PCR continham 1x de solug¢do tampdo, 2,5 mM de MgCl,, 0,16 mM de cada primer e 1 unidade
de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen). O perfil adotado consistiu em (1) um passo
inicial de desnaturacdo da dupla fita do DNA a 94°C por 60 segundos; (2) 40 ciclos de 94°C por
45 segundos (desnaturagdo), 44-55°C por 45 segundos (anelamento), 72°C por 45 segundos
(elongacdo); (3) um periodo de final a 72°C por 10 minutos.

A amplificacdo parcial do gene mitocondrial COI (~ 670 pb) foi realizada utilizando-se
como padrdo os primers HCO 2198 e LCO 1490. Entretanto, quando o DNA se encontrava
muito degradado e/ou apresentava amplificagdo cruzada com contaminadores, foi utilizado
primers internos menores e mais especificos AP-L-2176F e HCO 2198 (335 pb) e LCO 2198 e
AP-L-2176R (335 pb).

Para amplificar a regido D2/D3 da subunidade maior do gene nuclear (28S rDNA, 680
pb) foram utilizados os primers F2 e D3. Para casos de amplificagdo cruzada de DNA de fungos
ou outros contaminantes presentes nas amostras, foi utilizados os primers F2 e D3Rev2,
gerando um fragmento de aproximadamente 570 pb. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% e o tamanho e a qualidade das bandas foram estimadas com
auxilio de marcadores moleculares de 1 Kb. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados
com a enzima ExoSAP-IT®, e as sequéncias foram geradas no Nucleo de Genética Aplicado a
Conservacdo da Biodiversidade (NGACB) da UFES e na MACROGEN Inc. (Seoul, Korea)
(http://dna.macrogen.com).

A identidade das sequéncias foram confirmadas através do método BLAST (Altschul

1997) que compara as sequéncias geradas com as disponiveis no GenBank.

80



Tabela 3.1. Espécimes de Bethylidae utilizados no presente estudo, com destaque nos genes
analisados por individuos: citocromo oxidase I (COI) e 28S (28S rRNA).

Familia: Subfamilia' Geénero col
Bethylus
Eupsenella
Goniozus
Bethylidae: Bethylinae (7) Lytopsnella
Odontepyris
Prosierola

[\

85 rRNA

Sierola
Anisepyris
Bakeriella
Disepyris
Epyris
Bethylidae: Epyrinae (17) Formosiepyris
Holepyris
Trachepyris
Rhabdepyris
Laelius

ANBNANENENEANENENENENENENENEN

ANRNENENENENENENENENENENENANAN

Codorcas
Clytovorus
Heterocoelia

Metrionotus

Mesitius
Bethylidae: Mesitiinae (22) Pilomesitius
Pseudomesitius

ANENANENENEN

Sulcomesitius
Ukayakos
Zimankos
Itapayos
Acrepyris
Apenesia
Dissomphalus
Foenobethylus
Kathepyris
Neoapenesia
Bethylidae: Pristocerinae (22) Parascleroderma
Pristocera
Caloapenesia
Género nov

AN

ANBYANYANANANENENENENENENEN

ANRYRNAN

ANRYRYANANAN

Protisobrachium

Trichiscus

ASEYRYAYANANANEN

Pseudsobrachium
Allobethylus
Cephalonomia
Discleroderma

ANRYRYASAYAN

Glenosema
Bethylidae: Scleroderminae (21) | Prorops
Plastanoxus

ANRYRYAN

Sclerodermus
Solepyris
Tuberepyris
"Em parénteses o ndmero de géneros reconhecidos viventes por subfamilia

AN

ANRYRNANAN
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Tabela 3.2. Sequéncias de primers utilizados.

Codigo Temperatura Sequéncia (5’—3) Referéncia
Gene de anelamento
Forward (F2) 55°C CGT GTT GCT TGA TAG TGC AGC Belshaw & Quicke (1997)
285 Reverse (D3) 55°C TAG TTC ACC ATC TIT CGG GTC Mardulyn & Whitfield (1999)
TDNA Reverse interno (D3Rev2) 55°C GACCCATCCTCCCTCGGTC Presente estudo
Reverse (HCO2198) 44-47°C GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTT GG Folmer et al. (1994)
coI Forward (LC0O2198) 44-47°C TAA ACTT CAG GGT GAC CAA AAA ATCA Folmer et al. (1994)
Forward (APL-2176F) 44-47°C GGT ACA GGT TGA ACTG TTT ACCC Pedersen (1996)
Reverse (APL-2176R) 44-47°C GGG TAA ACA GTT CAA CCT GTA CC Presente estudo

Andlises filogenéticas

Alinhamento das sequéncias
O gene citocromo oxidase foi alinhado de acordo com a sequéncia de aminodcidos da
respectiva proteina no programa MEGA ver. 5.05 (Tamura et al., 2011) através do software

CLUSTALX ver. 2.0 (Larkin et al., 2007). O gene ribossomal foi alinhado separadamente

utilizando o portal MAFFT (v.6; http://align.bmr.kyushu—u.ac.jp/mafft/online), por meio da
estratégia Q-INS-I, levando em consideracdo a estrutura secundaria do RNA para um conjunto
de dados pequenos (<200 taxa) de acordo com (Katoh et al., 2009).

As divergéncias genéticas dentro das subfamilias foram estimadas no programa
MEGAS (Tamura et al. 2011), segundo o modelo evolutivo Kimura 2-pardmetros (Kimura,
1980). As mutacdes do tipo inser¢des-delecdes (indels) foram consideradas como sendo
delecdes completas e por isso ndo entraram no cdlculo. O célculo de tendéncia da composicdo
nucleotidica (bias) também foi realizado no programa MEGAS. O grau de saturacdo das
sequéncias foi verificado no programa DAMBE 5.0.23 (Xia & Xie, 2001) através do teste de
Xia (Xia et al., 2003).

Foram realizadas anélises filogenéticas para cada gene em separado e para os dois genes
concatenados. As relacdes filogenéticas foram estimadas através de Inferéncia Bayesiana (IB) e
Miéxima Verossimilhanca (MV) para os genes individualmente e para a andlise dos genes
concatenados as relagdes foram estimadas somente pela MV. Os modelos de substituicao
nucleotidicas utilisados nas andlises foram selecionados para cada marcador individualmente
aplicando o critério de informacdo Bayesiana implementado no programa MODELTEST ver.
0.1 (Posada, 2008).

Para as andlises de IB, foi utilizado o programa MRBAYES ver. 3.1 (Ronquist &

Huelsenbeck, 2003). Na andlise com os genes concatenados, cada particdo utilizou modelos
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evolutivos independentes. As buscas consistiram em duas corridas independentes, cada uma
com quatro cadeias simultdneas (uma cold chain e tré€s heated chains). As cadeias Markov
Monte Carlo (MCMC) foram conduzidas com trinta milhdes de geragdes com burn-in de 25%,
amostrando a cada 1000 geracdes, assegurando que o desvio padrdo médio das frequéncias
ficaram abaixo de 0,01. O suporte dos ramos foi obtido através das probabilidades posteriores e
a confiabilidade dos clados foi aceita quando a probabilidade posterior foi superior a 95.

A andlise de MV foi realizada no portal CIPRES (www.phylo.org/sub_sections/portal)
utilizando a ferramenta RAXML Bootstrapping (Stamatakis et al., 2008). Na andlise dos genes
concatenados, cada parti¢ao foi modelada de forma independente e foram realizadas 1000
replicagdes de Bootstrap (BT) para evidenciar o grau de confiabilidade dos clados, sendo
aceitos como confidveis valores acima de 60.

A visualizagdo e a editorag@o das drvores filogenéticas foram realizadas no programa

FigTree v1.0.4.

RESULTADOS

Para a obtencdo das sequéncias de 97 individuos foram extraidos os DNAs de 471
exemplares, representando sucesso de 20%. Somando-se as 28 sequéncias do GenBank, a
amostra total representa 50 géneros de Bethylidae (56% dos géneros viventes), 100% dos
géneros viventes de Bethylinae, 52% de Epyrinae, 42% de Scleroderminae, 50% de Mesitiinae e
59% de Pristocerinae.

Virias sequéncias geradas, quando testadas com a ferramenta BLAST, apresentaram
mais de 85% de similaridade com Coledpteros, Lepiddpteros, insetos praga de colecdo
(Liposcelis bostrychophila), fungos e até mesmo contamina¢do com humanos. Nesses casos
houve a tentativa de amplificar o DNA do exemplar utilizando um primer mais especifico
(Tabela 3.2), de modo a evitar a amplifica¢do cruzada.

Apds o alinhamento das sequéncias do gene COI, a retirada das extremidades e a
correcdo de insercoes-delegdes (indels), foi gerada uma matriz de dados com 646 pb com 62
tdxons terminais, sendo dois referentes ao grupo externo. Nao foi verificada a saturacdo em
nenhuma das posi¢des de cddon (indice de saturagdo de sequéncias menor que o valor critico
(ISS<ISS.C).

O alinhamento das sequéncias do gene 28S rDNA revelou um nimero grande de indels,
intercalados por blocos grandes de homologias, um padrio tipico de alinhamento de sequéncias
ribossomais. A matriz do gene 28S rDNA, apds alinhamento, foi composta por 764 pb e 98

tdxons terminais, sendo oito referentes ao grupo externo.

83



O modelo evolutivo que melhor se adequou as andlises para os genes COI foi o
GTR+I+G, enquanto que para o gene 28S rDNA foi o GTR+G. Na andlise concatenada foram
aplicados modelos separados para cada parti¢do. As filogenias de MV e IB obtidas para cada
gene e para a analise concatenada mostraram topologias concordantes.

A andlise concatenada recuperou Bethylidae como monofilética (BT=99), assim como
Bethylinae, Epyrinae e Mesitiinae (BT>99). Pristocerinae apresentou valor de suporte (BT=54)
causado pelo fraco agrupamento dos géneros Caloapenesia e Pseudisobrachium Kieffer, 1904
na subfamilia. Espécies de Scleroderminae agruparam com Mesitiinae (BT=98), porém o
suporte para a monofilia de Scleroderminae foi baixo (BT<60) (Figuras 3.2.a, 3.3.a, 3.4.a,
3.5.a).

A andlise independente dos genes COI e 28S rDNA recuperou Bethylidae como
monofilética (BT>98; PP>1.00), assim como Bethylinae (Figura 3.2.b-c, BT>98; PP>0.99),
Pristocerinae (Figura 3.3.b-c, BT>82; PP>0.99) e Mesitiinae (Figura 3.5.b-c, BT>84; PP=1.00).
Epyrinae foi recuperada como monofilética na andlise de 28S rDNA (Figura 3.4.c, BT=100,
PP=1.00), entretanto na andlise do gene COI o suporte da subfamilia foi baixo (Figura 3.4.b,
BT=50; PP=0.94). Espécies de Scleroderminae agrupam com Mesitiinae (Figura 3.5.b-c,
BT>81, PP>0.98), porém Scleroderminae ndo foi recuperada como monofilética em nenhuma

das anélises.

BETHYLINAE

Dos sete géneros de Bethylinae, a andlise dos genes COI e 28S rDNA foi possivel para
Goniozus (Evans, 1978), Odontepyris Kieffer, 1904, Sierola Cameron, 1881 e Prosierola
enquanto que para Lytopsenella e Eupsenella s6 utilizou-se o gene COI (a sequéncia de
Lytopsenella continha somente 350pb) e para Bethylus Latreille, 1802 somente o gene 28S
rDNA. Para testar a validade da sinonimia de Parasierola Cameron, 1883 e Goniozus, oS
individuos formalmente descritos como Parasierola foram identificados como Goniozus (var.
Parasierola).

Na andlise de MV dos genes concatenados (Figura 3.2a), Eupsenella e Lytopsenella
(clado A) aparecem como grupo-irmao (BT=64) e se agrupam com o clado formado pelos
demais géneros (clado B) com BT=60. O clado B, é subdivido em Bethylus (BT=100), Sierola
(BT=100) e os demais géneros Goniozus, Prosierola e Odontepyris (Clado C) com alto suporte
(BT=99). A relacdo entre Bethylus e Sierola ndo € bem resolvida. Goniozus mostrou-se
polifilético. Representantes de Goniozus sensu stricto e Goniozus (var. Parasierola) estdo
representados tanto no clado D quanto no clado G. Prosierola (BT=100) é grupo-irmio de
Goniozus (Clado F). Odontepyris € grupo-irmado de Prosierola e Goniozus (clado E) com alto

suporte (BT=94).
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Na andlise do gene COI (Figura 3.2.b) Eupsenella e Lytopsenella (BT=88; PP<0.95) sdo
recuperados como grupo-irmdo dos demais géneros. Sierola foi recuperado como monofilético
(BT=99; PP=0.99) e grupo-irmdo do clado contendo Odontepyris, Prosierola e Goniozus
(BT=100; PP=1.00). A relacdo entre Odontepyris, Prosierola e Goniozus ndo foi esclarecida
com esse gene.

Na andlise com o gene 28S rDNA (Figura 3.2.c), onde foi incluido um nimero maior de
representantes Goniozus, foi observado que além de Goniozus (sensu strictu) e Goniozus (var.
Parasierola) serem parafilético, a relac@o entre Prosierola, Goniozus (sensu strictu) e Goniozus

(var. Parasierola) nao foi esclarecida.
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Figura 3.2. Filogenia de Bethylinae: a) Topologia obtida através de andlise combinada

dos genes COI e 28S rDNA; b) andlise obtida com o gene COI e c) com o gene 28S rDNA.

Valores acima dos ramos sdo referentes Bootstrap (1000 replicacdes) e abaixo referente a

Probabilidade a Posteriori.
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Divergéncia genética dentro de Bethylinae

A andlise de divergéncia do gene COI em Bethylinae (Tabela 3.3) apresentou uma
variacdo intergenérica de 17-34%. Lytopsenella e Eupsenella apresentaram divergéncia entre si
de 23% e de 17-34% entre os demais géneros. Eupsenella mostrou menor divergéncia em
relagcdo a Sierola (17%) do que entre Lytopsenella (23%). A menor varia¢do intragenérica foi
em Sierola, com 13% e a maior foi observada em Goniozus com 17-22%.

Na andlise do gene 28S rDNA (Tabela 3.4), a divergéncia intragenérica foi baixa para
Sierola (0-1%), Bethylus (0%), Prosierola (1%), Odontepyris (0%). A divergéncia intragenérica
de Goniozus (var. Parasierola) é de 0% entre representantes do clado G, e 9% com o
representante do clado D. A divergéncia intragenérica em Goniozus (strictu sensu) também
mostrou padrao similar, com 0% entre representantes do clado D e 11% entre Goniozus (clado

D) e Goniozus nephantidis. Bethylus divergiu de 9-14% em relag@o aos demais géneros.

Tabela 3.3. Estimativa de divergéncia par-a-par entre sequéncias de COI (296 pb) entre os

géneros de Bethylinae.

1 Lytopsnella_sp 1 2 3 4 5 6 7 8

2 Eupsenella_insulana 0,23

3 Sierola_gracile 0,21 0,17

4 Sierola_anthacina 0,27 0,19 0,13

5 Prosierola_spB 0,24 027 024 0,27

6 Odontepyris_spA 0,28 0,27 024 0,28 0,16

7 Goniozus_spD_var. Parasierola 0,27 027 027 024 0,17 0,18

8 Goniozus_spC_strictu_sensu 0,23 0,29 0,25 025 021 0,18 0,17

9 Goniozus_spE_var. Parasierola 0,34 0,33 0,32 0,29 021 0,18 0,18 0,22

Tabela 3.4. Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de 28S entre os géneros de Bethylinae.

1 Sierola_gracile 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
2 Sierola_concave_gena 0,01

3 Sierola_anthacina 0,01 0,00

4 Odontepyris_spB 0,14 0,13 0,13

5 Odontepyris_spC 0,14 0,13 0,13 0,00

6 Odontepyris_bedus 0,14 0,13 0,13 0,00 0,00

7 Goniozus_nephantidis 0,18 0,18 0,18 0,07 0,08 0,08

8 Goniozus_legneri 0,13 0,13 0,13 0,02 0,03 0,03 0,06

9 Goniozus_spA_sensu_strictu 0,15 0,14 0,14 0,07 0,07 0,07 0,11 0,07

10 Goniozus_spB_sensu_strictu 0,15 0,15 0,15 0,07 0,08 0,08 0,12 0,07 0,00

11 Goniozus_spD_var.Parasierola | 0,14 0,13 0,13 0,03 0,03 0,03 0,05 0,00 0,07 0,07

12 Goniozus_spE_var.Parasierola 0,14 0,13 0,13 0,03 0,03 0,03 0,05 0,00 0,07 0,07 0,00

13 Goniozus_spF_var.Parasierola | 0,15 0,14 0,14 0,08 0,08 0,08 0,13 0,08 0,07 0,08 0,09 0,09

14 Bethylus_fuscicornis 0,09 0,08 0,08 0,09 0,10 0,10 0,13 0,09 0,10 0,10 0,09 0,09 0,11

15 Bethylus_cephalotes 0,09 0,09 0,09 0,10 0,10 0,10 0,13 0,09 0,10 0,11 0,09 0,09 0,11 0,00

16 Prosierola_spA 0,14 0,13 0,13 0,03 0,03 0,03 0,07 0,02 0,07 007 002 002 0,09 0,09 0,10
17 Prosierola_spB 0,14 0,12 0,12 0,03 0,03 0,03 0,07 0,01 0,07 007 002 002 008 0,09 0,09 0,01
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PRISTOCERINAE

Observa-se a formagdo de dois clados com alto suporte na andlise dos genes
concatenados de Pristocerinae (Figura 3.3.a). O clado A (BT=71) é formado por Caloapenesia
Terayama, 1995 +Género nov. (clado 1) e Pseudisobrachium (clado C). O agrupamento desses
trés géneros em Pristocerinae apresentou baixo valor de suporte (BT=54).

O clado B (BT=99) ¢ formado pelos demais géneros, subdividido em dois ramos
principais (clados D e E). O clado D (BT=69) é formado por Foenobethylus+Parascleroderma
Kieffer, 1904 (BT=98), grupo-irmao de Apenesia Westwood, 1874 (BT=81). O clado E ¢
dividido em clado G formado por Pristocera, Acrepyris Kieffer, 1905 e Kathepyris (BT=97) e
clado F formado por Dissomphalus Ashmead, 1983 + Trichiscus Benoit, 1956 (BT=97).

Na andlise com o gene COI (Figura 3.3.b), Pseudisobrachium ndo é recuperado como
grupo-irmao de Caloapenesia e Género nov. (clado I), ndo recuperando, assim, o clado A.
Pseudisobrachium (clado C) € um grupo basal e irmdo do clado B. Na andlise desse gene foi
adicionado um exemplar do género Neoapenesia Terayama, 1995 que agrupou com os demais
géneros de Apenesia (clado D), recuperando Apenesia como parafilético (BT=100; PP<=1.00).
Também foram adicionados exemplares do género Protisobrachium, recuperado como grupo-
irmao de Dissomphalus (clado H). Trichiscus (clado E) € recuperado como grupo-irmio de
Dissomphalus e Protisobrachium (BT=74; PP=1.00). O clado G é recuperado com Acrepyris e
Pristocera (BT=98, PP=1.00).

Na andlise com o gene 28S rDNA (Figura 3.3c) Pristocera é recuperado como grupo
parafilético em relacdo a Acrepyris e Kathepyris (Figura 3.3c). Protisobrachium Benoit, 1957

enraiza o agrupamento Dissomphalus + Trichiscus.

88



o 71

m‘ —~ — b Cabapenesia spB

rParascleroderma_spA
'~ Parascleroderma_spB

Dissomphalis_spB

Dissophalus_unitus

Dissomphatus_spC

= Dissomphialus_spA
Dissomphalus_plaumanni
Dissomphalus_apertus

Trichiscus_KZM_04

Género nov.

100f—————— Caloapenesia_spB

00! Caloapenesia_spA
Pseudisobrachium_intertum
Pseudisobrachium_spB

Pseudisobrachium_spA

Pseudisobrachium_plasmai

4100? Trichiscus_KZM_04
1.00 Trichiscus_M231

Protisobrachium_M184
—33|—|-— Protisobrachium_M228_2
0.99 Protisobrachium_sphM22
Dissomphalus_sp A
Dissomphalus_apertus

Acrepyris_ammifeus
Pristocera_spA

Pristocera_spB

C

Foenobethylus_sp
Foencbethylus_emeliascallae
Pristocera_spE
Pseudisobrachium_spC
Acrepyris_armiferus
Pristocera_spD
Kathepyris_sp

Trichiscus_M89
Trichiscus_M231

Dissomphalus_spA
82 Dissomphalus_spB
Dissomphalus_spC

Dissophalus_unifus
Dissomphalus_curviventris
Dissomphalus_plaumanni

Dissomphalus_valensis

Protisobrachium_M161
100 —— Pseudisobrachium_spA

1.00"—— Pseudisobrachium_spB

o L00 - Caloapenesia_spA
1.00—— Caloapenesia_spB

Figura 3.3. Filogenia de Pristocerinae: a) Topologia obtida através de andlise combinada dos
genes COI e 28S rDNA; b) andlise obtida com o gene COI e ¢) com o gene 28S rDNA. Valores
acima dos ramos sdo referentes Bootstrap (1000 replicacdes) e abaixo referente a Probabilidade

a posteriori.
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Divergéncia genética dentro de Pristocerinae

A divergéncia genética do gene COI intragenérica dentro da subfamilia foi de 18%
dentro de Trichiscus, 30% em Pristocera ¢ 28% em Caloapenesia. Entre as espécies de
Apenesia a distancia genética variou de 15-26%, de 17-28% entre representantes de
Dissomphalus, de 3-23% em Protisobrachium e 13-28% em Pseudisobrachium.

A divergéncia entre Neoapenesia e Apenesia foi de 12-26%, divergéncia menor do que
a divergéncia interna de Apenesia. A divergéncia entre as espécies de Pristocera e Acrepyris
variou entre 26-28%, menor do que a variacao dentro de Pristocera.

Os géneros Caloapenesia e Género nov. apresentaram uma taxa de alta divergéncia em
relacdo aos demais géneros variando de 46 a 53%.

A andlise de distancia do gene 28s dentro de Pristocerinae apresenta valores de
divergéncia menores do que o gene COI (0.0-27%)

A divergéncia intragenérica foi de 0% em Parascleroderma, 1% em Pseudisobrachium,
2% dentro de Trichiscus e Caloapenesia e 4% dentro de Foenobethylus. Dentro de Pristocera
variou de 2 a 11% e dentro de Dissomphalus de 7-12%

Os géneros que mais divergem em relacdo aos demais sdo Caloapenesia e
Pseudisobrachium (19-30%).

Novamente, a divergéncia entre espécies de Pristocera foi maior entre representantes do
género do que entre Acrepyris. A divergéncia entre Pristocera spA e Acrepyris armiferus foi de
0.4% enquanto que entre Pristocera spA e Pristocera spC foi de 11%.

O exemplar Pseudisobrachium spC, sequenciado pelo trabalho de Carr et al. (2010)
diverge 17% dos demais Pseudisobrachium de nossa amostra em 2%-10% de Pristocera,

indicando o possivel erro de identificacdo desse exemplar.
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Tabela 3.5. Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de COI (251 pb) entre os géneros de Pristocerinae.

1 Apenesia_concavata 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
2 Apenesia_spA 0,26

3 Apenesia_spB 0,27 0,15

4 Neoapenesia_sp 0,26 0,13 0,12

5 Acrepyris_armifeus 0,29 0,30 0,30 0,31

6 Pristocera_spB 0,35 0,35 0,35 0,31 0,28

7 Pristocera_spA 0,38 0,36 0,36 0,35 0,26 0,30

8 Trichiscus_KZM_04 0,28 0,28 0,32 0,34 0,34 0,37 0,34

9 Trichiscus_M231 0,27 022 023 0,23 029 0,36 028 0,18

10 Dissomphalus_sp_A 0,35 0,36 0,32 0,34 0,35 0,37 0,32 0,35 0,33

11 Dissomphalus_apertus 0,35 0,26 0,23 028 034 035 029 029 023 0728

12 Dissomphalus_nanus 0,23 027 024 0,27 025 031 030 027 022 024 0,17

13 Protisobrachium_M228_2 0,28 0,25 024 0,24 0,29 0,35 0,34 0,27 0,21 0,29 0,25 0,19

14 Protisobrachium_M184 0,29 0,27 0,23 0,23 029 035 0,34 0,28 023 032 0,24 0,19 0,03

15 Protisobrachium_spM22 0,36 031 033 033 034 035 032 0,29 0,24 0,33 0,28 0,27 0,23 0,23

16 Pseudisobrachium_spB 0,34 0,35 0,30 0,32 034 037 037 038 035 037 031 0,28 0,30 0,30 0,32

17 Pseudisobrachium_intertum | 0,37 0,36 0,34 0,33 0,38 0,38 041 041 0,37 0,37 036 030 033 0,34 0,34 0,13

18 Pseudisobrachium_spA 041 039 034 038 041 041 040 042 037 037 034 035 038 039 034 0,23 0,20

19 Pseudisobrachium_plasmai | 0,37 0,36 0,31 0,31 0,39 0,35 040 0,39 029 036 035 028 030 030 0,33 0,23 024 0,28

20 Género nov._sp 044 051 048 044 052 044 058 0,50 047 047 0,50 042 046 044 046 043 044 044 037

21 Caloapenesia_spB 0,52 0,50 0,48 0,56 0,59 0,55 0,49 047 049 056 045 046 049 048 042 0,50 0,50 049 045 047

22 Caloapenesia_spA 0,53 0,50 0,52 0,53 0,54 0,55 0,54 046 049 049 050 052 044 047 051 050 048 047 048 051 0,28
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Tabela 3.6. Estimativa de divergéncia par- a- entre as sequéncias de 28S (400pb) para Pristocerinae

1 Pristocera_spA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
2 Pristocera_spD 0,10

3 Pristocera_spC 0,02 0,11

4 Kathepyris_sp 0,05 0,06 0,06

5 Acrepyris_armiferus 0,04 0,09 0,05 0,05

6 Pristocera_spE 0,06 0,11 0,07 0,05 0,05

7 Foenobethylus_sp 0,07 0,12 0,06 0,08 0,07 0,08

8 Foenobethylus_emeliascallae | 0,08 0,14 0,08 0,10 0,09 0,10 0,04

9 Parascleroderma_spB 0,08 0,15 0,09 0,10 0,08 0,09 0,08 0,10

10 Parascleroderma_spA 0,08 0,14 0,08 0,09 0,08 0,09 0,08 0,09 0,00

11 Trichiscus_spD 0,05 0,10 0,06 0,06 0,04 0,06 0,08 0,09 0,09 0,09

12 Trichiscus_spC 0,07 0,11 0,07 0,07 0,06 0,07 0,08 0,10 0,10 0,09 0,02

13 Trichiscus_spA 0,07 0,11 0,07 0,07 0,06 0,07 0,08 0,10 0,10 0,09 0,02 0,00

14 Dissomphalus_valensis 0,09 0,14 0,09 0,10 0,08 0,09 0,09 0,11 0,12 0,11 0,06 0,07 0,07

15 Dissomphalus_curviventris | 0,10 0,16 0,10 0,12 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0,07 0,09 0,09 0,09

16 Dissomphalus_spC 0,09 0,12 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,11 0,11 0,10 0,07 0,08 0,08 0,10 0,09

17 Dissomphalus_spA 0,12 0,15 o,11 0,12 0,11 0,12 0,10 0,12 0,12 0,12 0,08 0,09 0,09 0,10 0,12 0,09

18 Dissomphalus_plaumanni 0,08 0,14 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,11 0,11 0,10 0,06 0,06 0,06 0,03 0,09 0,10 0,10

19 Dissomphalus_spB 0,09 0,12 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,11 0,11 0,10 0,07 0,08 0,08 0,10 0,09 0,00 0,09 0,10

20 Dissophalus_unitus o,11 o,15 o,11 o,01 o,11 0,10 o,11 0,13 0,11 0,11 0,09 0,10 0,10 0,11 0,07 0,11 0,12 0,10 0,11

21 Protisobrachium_M161 0,06 0,10 0,06 0,07 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,09 0,04 0,05 005 0,07 0,09 007 0,11 0,08 0,07 0,11

22 Pseudisobrachium_A 0,18 0,22 0,17 0,20 0,18 0,19 0,19 0,20 0,21 021 0,16 0,17 0,17 0,17 0,18 0,17 0,17 0,17 0,17 021 0,17

23 Pseudisobrachium_spB 0,18 0,22 0,17 0,20 0,18 0,19 0,19 020 0,21 021 0,16 0,17 0,17 0,17 0,18 0,17 0,17 0,18 0,17 0,22 0,17 0,01

24 Pseudisobrachium_spC 0,05 0,10 0,05 0,04 0,04 0,02 0,06 008 0,09 008 0,05 0,06 006 0,08 0,11 007 0,11 0,08 0,07 0,09 005 0,17 0,17

25 Caloapenesia_spC 0,20 0,29 021 0,25 0,21 024 0,21 024 022 022 022 023 023 021 0,21 021 024 0,20 0,21 021 0,24 026 0,26 0,23
26 Caloapenesia_spD 0,20 0,27 021 0,23 020 024 0,20 024 0,22 022 021 022 022 022 0,22 020 024 021 020 021 023 027 0,27 023 0,02
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EPYRINAE

A andlise dos genes concatenados de Epyrinae gerou uma filogenia com trés clados
principais (Figura 3.4a). O clado A formado pelo género Bakeriella Kieffer, 1910 (BT=100); o
clado B subdividido em clado D formado por Formosiepyris Terayama, 2004, Disepyris
Kieffer, 1905 e Holepyris Kieffer, 1905 (BT=100) e clado E por Epyris e Trachepyris Kieffer,
1905 (BT=83) e o clado C formado por Anisepyris Kieffer, 1905 e Laelius Kieffer, 1905
(BT=95).

Na andlise do gene COI (Figura 3.4b) Epyrinae nao foi recuperada como monofilética e
o clado A (BT=100; PP=1.00) foi recuperado como grupo-irmao do clado E (BT=73; PP<0.95).

Na anélise do gene 28S rDNA (Figura 3.4c) o clado C (BT=83; PP=0.96) é grupo-irmao
do clado A+B, que inclui os demais géneros (BT=81; PP=1.00), sendo o clado A irmao do clado
B. Nao existe suporte para a manuten¢do do clado E, que é recuperado como polifilético,
ressaltando que nessa andlise foi incluido um exemplar de Epyris (Epyris spA), que foi
recuperado como grupo-irmao de Bakeriella.

Disepyris é recuperado como parafilético incluido um exemplar de Formosiepyris em

todas as analises

Divergéncia genética entre géneros de Epyrinae

A divergéncia genética intragenérica calculada para o gene COI (Tabela 3.7) foi de 16%
em Trachepyris, 17% Disepyris. A distancia dentro de Holepyris variou de 15-19% e de 0-19%
em Bakeriella.

A divergéncia intergenérica no clado D entre Formosiepyris e Disepyris foi de 2-15%,
sendo menor do que a divergéncia interna de Disepyris que foi 17%. O género Bakeriella
apresentou a maior divergéncia entre os demais géneros variando de 15-27%.

A divergéncia intergenérica de Epyrinae calculada para o gene 28S rDNA (Tabela 3.8)
variou de 1-26%. A divergéncia intragenérica foi de 9% em Epyris, 5% em Trachepyris, 1-12%
em Disepyris, 1-3% em Holepyris, 5-9% em Laelius e de 3-12% em Anisepyris.

A distancia de Formosiepyris e espécies de Disepyris variaram de 4-8% sendo menor
que a divergéncia intragenérica de Disepyris, concordando com os dados do gene COIL O
género Bakeriella apresentou a maior divergéncia genética em relagdo aos demais géneros (18-

26%).
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Tabela 3.7. Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de COI (445pb) entre

os géneros de Epyrinae.

1 Trachepyris spA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2 Trachepyris spB 0,16

3 Epyris spB 0,24 0,18

4 Holepyris spB 0,17 0,18 0,25

5 Holepyris spC 0,24 0,21 0,30 0,19

6 Holepyris spA 0,20 0,20 0,23 0,16 0,15

7 Disepyris spA 0,23 0,20 020 0,21 0,24 0,18

8 Disepyris spC 0,23 0,24 028 025 024 0,19 0,17

9 Formosiepyris sp 021 022 025 023 021 0,17 0,15 0,02

10 Bakeriella erythogasta | 0,24 0,24 0,26 0,22 025 025 023 0,28 0,25

11 Bakeriella bulbosa 024 024 026 022 025 025 023 027 0,25 0,00

12 Bakeriella spA 021 024 023 021 024 020 021 027 025 0,18 0,19

13 Bakeriella spB 0,24 022 025 022 023 023 025 027 025 0,17 0,17 0,15

Tabela 3.8 Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias 28s entre os géneros de

Epyrinae.
1 Holepyris spD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
2 Holepyris A 0,03
3 Holepyris spC 0,03 0,02
4 Holepyris spE 0,03 0,03 0,01
5 Epyris spC 0,17 0,16 0,16 0,15
6 Epyris spD 0,17 0,17 0,5 0,15 0,09
7 Trachephyris spA 0,15 0,15 0,15 0,15 0,08 0,10
8 Trachepyris spB 0,16 0,16 0,16 0,16 0,10 0,11 0,05
9 Disepyris spA 0,14 0,14 0,14 0,14 0,13 0,14 0,11 0,13
10 Disepyris spB 0,14 0,14 0,15 0,15 0,13 0,15 0,12 0,14 0,01
11 Disepyris spC 0,19 0,18 0,9 0,19 0,18 0,18 0,6 0,17 0,1 0,12
12 Formosiepyris sp 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 0,11 0,10 0,12 0,04 0,05 0,08
13 Laelius akares 0,18 o018 0,7 0,17 0,13 0,13 0,0 0,13 0,6 0,17 021 0,15
14 Laelius pedatus 0,18 o017 0,17 0,17 0,14 015 0,13 0,6 0,17 0,17 021 0,16 0,07
15 Laelius sp 0,19 0,18 0,18 0,18 0,15 0,15 0,12 0,15 0,17 0,18 023 0,16 0,05 0,09
16 Anisepyris analis 0,19 020 0,9 0,19 0,15 0,18 0,16 0,17 0,8 0,18 024 0,18 0,12 0,14 0,14
17 Anisepyris subviolaceus 0,18 0,18 0,18 0,18 0,15 0,17 0,15 0,16 0,6 0,16 023 0,17 0,09 0,11 0,12 0,07
18 Anisepyris sp 0,18 o018 0,17 0,17 0,15 016 0,15 0,17 0,16 0,17 024 0,17 0,10 0,2 0,12 0,07 0,03
19 Bakeriella spB 024 024 024 023 0,19 020 0,9 0,18 022 022 026 020 0,19 021 023 024 022 0,22
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Figura 3.4. Filogenia de Epyrinae: a) Topologia obtida através de andlise combinada dos genes
COI e 28S rDNA; b) andlise obtida com o gene COI e ¢) com o gene 28S rDNA. Valores acima
dos ramos s@o referentes Bootstrap (1000 replicacdes) e abaixo referente a probabilidade a
posteriori.
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MESITIINAE E SCLERODERMINAE

Os géneros de Scleroderminae se agruparam, com alto suporte, aos membros de
Mesitiinae tanto na andlise concatenada quanto com os genes individualizados (BT>83) e
Mesitiinae foram recuperados como monofilético (BT>97). Scleroderminae ndo foram

recuperados como agrupamento monofilético.

Scleroderminae

Na andlise com os genes concatenados (Figura 3.5a), Scleroderminae ndo foram
recuperados como grupo monofilético. Os géneros Sclerodermus Latreille, 1809, Cephalonomia
Westwood, 1833, Plastonoxus Kieffer, 1905 e Prorops Waterston, 1923 formam um clado
monofilético (BT=70). A topologia recuperada para a subfamilia indica que Sclerodermus
(BT=100) agrupa basalmente aos demais géneros e que Prorops ndo é recuperado como
monofilético. Plastonoxus é recuperado como grupo-irmao de Cephalonomia (BT=87).

Na andlise do gene COI (Figura 3.5b), ndo foi possivel recuperar a monofilia da
subfamilia Scleroderminae e nem inferir a relacdo entre os géneros.

Na andlise do gene 28S rDNA (Figura 3.5c) Scleroderminae também ndo foram
recuperados como grupo monofilético. Os géneros Sclerodermus (BT=99; PP=1.00),
Allobethylus Kieffer, 1905 (BT=100; PP=1.00) e Discleroderma Kieffer, 1904 (BT=100;
PP=1.00) foram recuperados como monofiléticos e a tnica relagdo recuperada entre géneros foi
Plastonoxus +Cephalonomia (BT=99; PP0.98). Na andlise do gene ribossomal Tuberepyris e
Solepyris foram recuperados como linhagens dentro de Epyrinae e ndo como pertencentes a
Scleroderminae.

Foram realizadas as andlises de Maxima Verossimilhanca e Bayesiana com o gene 16S
rDNA para estabelecer a posi¢do de Glenosema, uma vez que apenas esse gene foi amplificado
para esse género. Em ambas as andlises, espécies de Glenosema agruparam com Rhabdepyris

(BT=100; PP0.98).

Divergéncia genética dentro de Scleroderminae

Para o célculo de divergéncia genética utilizando o gene COI utilizou-se apenas quatro
géneros, com divergéncia intergenérica variando de 16-26% (Tabela 3.9). As distancias
genéticas intergenérica calculadas para o gene 28S rDNA variaram ente 0.2-21% (Tabela 3.10).
A menor divergéncia intragenérica foi observada para Cephalonomia (2%). A divergéncia
intragenérica foi de 6% para Allobethylus, 17% para Prorops, 1-7% para Sclerodermus e 3-13%

em Discleroderma.
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Tabela 3.9 Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de COI (588 pb) entre os

géneros de Scleroderminae.

1 Prorops nasuta

1 2 3 4

2 Prorops spA 0,16
3Cephalalonomia gallicola 0,19 0,17
4 Sclerodermus sp 0,24 0,20 0,23

5 Discleroderma_spB

0,21 0,20 0,23 0,26

Tabela 3.10. Estimativa de divergéncia par- a- entre as sequéncias de 28S (400pb) para

Scleroderminae

1 Cephalonomia stephanoderis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2 Cephalonomia hyalinipennis 0,02

3 Allobethylus spB 0,10 0,11

4 Allobethylus spA 0,12 0,13 0,06

5 Plastonoxus spA 0,06 0,06 0,12 0,14

6 Sclerodermus sp 0,13 0,14 0,13 0,13 0,16

7 Sclerodermus guani 0,10 0,11 0,10 0,11 0,13 0,07

8 Sclerodermus sichuanensis 0,09 0,10 0,09 0,10 0,13 0,06 0,01

9 Discleroderma spB 0,18 0,18 0,14 0,16 0,18 0,16 0,14 0,13

10 Discleroderma spA 0,17 0,18 0,15 0,16 0,19 0,14 0,13 0,12 0,03

11 Prorops nasuta 0,13 0,13 0,15 0,16 0,14 0,18 0,17 0,17 0,18 0,18

13 Prorops sp 0,12 0,12 0,16 0,17 0,13 0,20 0,18 0,17 0,21 0,22 0,17

Mesitiinae

Na andlise concatenada (Figura 3.5a) Mesitiinae formam um grupo monofilético,
dividido em clados A e B. O clado A (BT=92) se divide no clado C representado pelos géneros
Heterocoelia Dahlbom, 1854 e Metrionotus Méczér, 1970 e clado D por Pseudomesitius
Moéczar, 1970, Ukayakos Argaman, 2003 e Sulcomesitius Méczér, 1970. O clado B (BT=95) é
formado por Zimankos Argaman, 2003, Mesitius Spinola, 1851, Itapayos Argaman, 2003 e
Pilomesitius Moczar, 1970.

Na andlise do gene COI (Figura 3.5b) o arranjo dos clados A e B sdo mantidos (BT=87;
PP=0.99), assim como a subdivisdo em clados D e C (BT=64; PP=0.96), embora com baixo
suporte para o clado D.

Na andlise do gene 28S rDNA, a formacgdo dos clados A e B ndo é nitida. Mesitius é
recuperado como grupo-irmédo de Clytovorus Nagy, 1972 (BT=100; PP=1.00), Codorcas Nagy,
1972 como grupo-irmao de (Itapayos+Zimankos +Pilomesitius) (BT=88; PP=0.99), foi possivel
estabelecer o clado C com Heterocoelia grupo-irmao de Sulcomesitius spC (BT=68; PP<95) e o

agrupamento monofilético Sulcomesitius sp (A e B)+Ukayakos (BT=100; PP=1.00).
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Sulcomesitius, dessa maneira, foi recuperado como polifilético. A posi¢do de Metrionotus e

Pseudomesitius em relagdo aos demais géneros € indeterminada.

Divergéncia genética dentro de Mesitiinae

A divergéncia genética utilizando o marcador COI (Tabela 3.11) variou de 2-21%. A
menor divergéncia foi encontrada entre os representantes de Heterocoelia (2%), entre os demais
representantes da subfamilia os valores de distincia genética variaram entre 18-21%.

A divergéncia genética calculada entre os géneros de Mesitiinae para o gene 28S rDNA
variou ente 0.01% até 8% (Tabela 3.12). As divergéncias intragenérica no clado D foram as
menores (0.01%), por outro lado, esses trés géneros apresentaram altas divergéncias com os
demais géneros (6-8%). O exemplar Sulcomesitius spC apresentou divergéncia alta entre os

demais representantes do género Sulcomesitius e Ukayakos (6%).

Tabela 3.11 Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de COI (588 pb) entre os
géneros de Mesitiinae.

1 Heterocoelia_spA |1 2 3 4 5 6 7

2 Heterocoelia_spB | 0,02

3 Zimankos shianaka | 0,19 0,19

4 Pseudomesitius_sp | 0,18 0,18 0,20

5 Mesitius absents 0,19 0,20 0,16 0,18

6 Metrionotus_spA 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21

7 Sulcomesitius_spA 0,19 0,19 0,20 0,19 0,20 0,20

8 Pilomesitius_sp 0,18 0,18 0,15 0,20 0,14 0,22 0,18

Tabela 3.12 Estimativa de divergéncia par- a-par entre sequéncias de 28S rDNA (501 pb) entre

os géneros de Mesitiinae.

1 Sulcomesitius_spA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
2 Sulcomesitius_spB 0,00

3 Sulcomesitius_spC 0,06 0,06

4 Pseudomesitius_sp 0,07 0,06 0,03

5 Heterocoelia_spB 0,07 0,06 0,01 0,04

6 Heterocoelia_spA 0,07 0,06 0,01 0,04 0,00

7 Metrionotus_spB 0,06 0,05 0,01 003 0,02 0,02

8 Metrionotus_spA 0,06 005 0,01 003 0,02 002 0,00

9 Clytrovorus_sp 0,08 0,08 0,05 006 005 005 004 0,04

10 Mesitius_sp 0,08 008 0,04 005 004 004 004 004 0,02

11 Itapayos_sp 0,08 008 0,04 005 004 004 003 003 005 0,05

12 Ukayakos_sp 0,00 0,00 0,06 006 006 006 005 005 008 0,08 0,08

13 Pilomesitius_sp 0,07 007 0,03 004 003 003 002 002 005 004 001 0,07

14 Zimankos_sihanaka | 0,07 0,07 0,03 0,04 003 003 0,02 002 005 004 001 0,07 0,00

15 Codorcas_sp 0,06 006 0,03 004 003 003 002 002 004 004 002 006 001 001
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Figura 3.5. Filogenia de Mesitiinae e Scleroderminae a) Topologia obtida através de andlise combinada
dos genes COI e 28S rDNA; b) andlise obtida com o gene COI e ¢) com o gene 28S rDNA. Valores acima
dos ramos sao referentes Bootstrap (1000 replicagdes) e abaixo referente a Probabilidade a Posteriori.
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Di1scussAO

BETHYLINAE

O primeiro estudo filogenético envolvendo géneros de Bethylinae realizado por
Polaszek & Krombein (1994) utilizou Lytopsenella como o grupo externo, desse modo, ndo
puderam estabelecer a monofilia da subfamilia. O segundo trabalho envolvendo os géneros de
Bethylinae fez a polarizagdo dos caracteres baseado em um ancestral hipotético, com todos os
estados iguais a zero (Terayama, 1995a) e, assim, a monofilia da subfamilia continuou sendo
questionada.

Dez anos mais tarde, foi realizado o primeiro estudo entre os géneros de Bethylinae
polarizando os caracteres utilizando um grupo externo real (Ploeg & Nel, 2004), apontando a
monofilia de Bethylinae e propondo que a presenga das garras tarsais fortemente curvadas e a
presenca de um forte entalhe na margem anterior perto da base das asas posteriores fossem as
sinapomorfias para a subfamilia.

Carr et al. (2010) avaliaram com dados moleculares a posi¢cdo de somente trés géneros
da subfamilia (Bethylus, Odontepyris e Goniozus), comprovando a monofilia da subfamilia.

Desde entdao, nenhum estudo cladistico foi realizado envolvendo os demais géneros de

Bethylinae.

Eupsenella e Lytopsenella

Todos os trabalhos cladisticos envolvendo Bethylinae recuperaram Lyfopsenella e
Eupsenella em uma politomia basal ao clado formado pelos demais géneros de Bethylinae.

Lytopsenella e Eupsenella possuem as caracteristicas consideradas primitivas para toda
a familia, como ndmero de palpos maxilares igual a seis, presenca do notaulice, célula marginal
aberta e presenga da célula submarginal (Polaszek & Krombein, 1994). Os dois géneros sdo os
unicos de Bethylidae que possuem seis células fechadas nas asas anteriores (Azevedo, 2009).

A caracteristica que difere Lytopsenella e Eupsenella é a presenca da célula marginal
alongada em Lyfopsenella. Esse género sempre foi considerado como sendo o género mais basal
ndo s6 de Bethylinae, mas também de toda a familia (Evans, 1964; Sorg, 1988).

Em nosso trabalho obtivemos resolugdo para apontar pela primeira vez que Lytopsenella
como grupo-irmao de Eupsenella, e os dois géneros em uma posi¢do basal em relacdo aos

demais géneros de Bethylinae, concordando como o proposto anteriormente.

100



Relagdo dentro do clado B

A relacdo entre os géneros Odontepyris, Prosierola, Goniozus, Bethylus e Sierola foi
investigada inicialmente por Polaszek & Krombein (1994) e Ploeg & Nel (2004), que
mostraram que Odontepyris é grupo-irmdo de Prosierola e que Bethylus € grupo-irmdo de
Sierola. Terayama (1995a), por sua vez, obteve uma topologia com menor resolu¢do dentro
desse clado, conseguindo recuperar apenas a relacdo de Odontepyris e Prosierola entre a
politomia formada pelos demais géneros do clado. Carr et al. (2010) avaliaram a posi¢do de
Bethylus, Odontepyris € Goniozus e apresentaram a relacdo mais préxima de Odontepyris com

Goniozus, distinto do que observado anteriormente.

Bethylus e Sierola

Nossos dados ndo confirmam a formagdo do clado Bethylus + Sierola, previamente
recuperados como grupo-irmao nos estudos morfoldgicos de Polaszek & Krombein (1994) e
Ploeg & Nel (2004). Esse agrupamento foi baseado nas sinapomorfias redu¢do do nimero dos
segmentos dos palpos labiais de trés para dois segmentos e presenca da nervura radial
fortemente angulada.

Em nossa andlise, Bethylus e Sierola foram recuperados em uma politomia basal ao
clado formado por Goniozus, Prosierola e Odontepyris. Do mesmo modo, a relagdo de Bethylus
e Sierola como grupo- irmdo de Goniozus, como apontado por Polaszek & Krombein (1994) e
Ploeg & Nel (2004), ndo foi recuperada. A tnica sinapomorfia utilizada por esses autores para
estabelecer o agrupamento (Goniozus+ (Bethylus+Sierola)) seria o estado de cardter auséncia da
faixa esculpida frontalmente, que se estende da carena do clipeo até os ocelos frontais,

geralmente encontrados em outros tdxons de Bethylinae.

Goniozus e Parasierola

Em comparag@o com outras subfamilias, Bethylinae passou por poucas mudancas desde
a revisdo de Kieffer (1914) em relagdo a taxonomia dos gé€neros, a maior controvérsia ocorreu
em torno de Goniozus, Parasierola e Perisierola Kieffer, 1914.

Brues (1907) nomeou Parasierola como espécies com e sem areolete € com uma ou
mais carenas longitudinais no propédeo. Desconsiderando a decis@o de Brues, Kieffer atribuiu o
nome de Perisierola as espécies que possuem a célula discoidal (areola) e de Goniozus aquelas
sem a célula discoidal. Mais tarde, Muesebeck (1940) desconsidera a proposicdo de Kieffer e

mantém a de Brues.
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Assim, uma questdo da literatura era se Parasierola € Goniozus sdo sinonimias. Evans
(1978) sinonimizou Parasierola e Perisierola em Goniozus, caracterizada como uma espécie
que possui a célula discoidal fechada (areolete) ou nio.

Em nosso estudo, confirmamos a sinonimia de Parasierola € Goniozus, concordando
com a proposta de Evans (1978) de que o areolete fechada ou aberta ndo representa uma
sinapomorfia para o grupo. Por outro lado, nossos dados nao recuperaram Goniozus como um
agrupamento monofilético, sendo recuperado em dois clados distintos (clados D e G). A
divergéncia, entre representantes desse clado é maior do com outros géneros.

Goniozus € o Unico género cosmopolita e o segundo maior em nimero de espécies.
Considerando que os géneros de Bethylinae sao poucos diversos e especiosos, com excec¢do de
Sierola, é plausivel que mais de uma espécie esteja sob o epiteto Goniozus.

A sinapomorfia de Goniozus foi definida pelo carater reducdo da quilha do peciolo por
Polaszek & Krombein (1994). Os autores ressaltam que caracteres do peciolo nunca haviam
sido utilizados para definir géneros de Bethylinae, mas foi necessdrio recorrer a esse carater
para diferenciar Goniozus.

E possivel também que nos trabalhos cladisticos prévios com dados morfolégicos
tenham sido utilizados para representar Goniozus representantes das duas linhagens distintas,
causando a dificuldade para definir a sinapomorfia do género e levando a uma topologia
equivocada.

Considerando a grande distribui¢do geogréfica, o grande ntimero de espécies, a alta
divergéncia dentre as espécies do gé€nero e a divisdo do gé€nero em mais de uma linhagem ¢é
possivel sugerir que o epiteto Goniozus representa mais de um género e merece uma revisao

taxondmica.

Goniozus, Prosierola e Odontepyris

Nosso dados corroboram o relacionamento mais proximo entre Goniozus, Odontepyris e
Prosierola, como proposto pela filogenia molecular de Carr et al. (2010), ao invés do
compartilhamento de um ancestral comum entre Goniozus, Bethylus e Sierola, baseado em
dados morfoldgicos. Nossos resultados discordam do proposto por Polaszek & Krombein
(1994) e Ploeg & Nel (2004) e ndo recuperam a relagdo entre Prosierola+Odontepyris que foi
sugerida pelos autores baseada em no minimo quatro sinapomorfias.

A possibilidade de uma relagdo mais estreita entre Goniozus e Prosierola devido ao
compartilhamento do propddeo esfumacado foi tratada como homoplasia por Polaszek &
Krombein (1994). A auséncia da carena propodeal longitudinal compartilhada pelos dois
géneros observada na matriz de caracteres mostrada por Polaszek & Krombein (1994) também

poderia ser considerada uma indica¢do da proximidade dos dois géneros.
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PRISTOCERINAE

Sorg (1988) publicou o que seria o primeiro trabalho de filogenia de Pristocerinae,
porém usou somente cinco géneros: Pseudisobrachium, Dissomphalus, Acrepyris (entdo tratado
como Pristocera), Apenesia e Parascleroderma. Nesse estudo, Sorg relatou Pseudisobrachium
como o mais basal dentro de Pristocerinae e grupo-irmdo do clado formado por
(Dissomphalus+Acrepyris+ (Parascleroderma+Apenesia)).

Terayama (1996) realizou um estudo filogenético mais abrangente para Pristocerinae
envolvendo 17 dos 22 géneros validos na época. Porém, o autor utilizou como grupo externo um
ancestral hipotético que apresenta o estado plesiomoérfico para todos os caracteres. Dos 49
caracteres analisados em seu trabalho, somente 27 eram informativos.

O estudo molecular de Carr et al. (2010) tinha como principal objetivo testar a
monofilia das subfamilias e incluiu apenas cinco géneros de Pristocerinae (Dissomphalus;
Foenobethylus, Pristocera: Pseudisobrachium e Trichiscus), confirmando a monofilia de

Pristocerinae.

Caloapenesia, Género nov. e Pseudisobrachium

Nossas andlises indicam que Caloapenesia, Género nov. e Pseudisobrachium sao os
géneros basais de Pristocerinae. O agrupamento desses trés géneros pode ser confirmando pelo
compartilhamento da caracteristica parameros duplos, dividido em dois ramos (Kieffer, 1904;
Evans, 1961 e Terayama, 1995b). O género novo identificado por Gobbi (in prep) foi
caracterizado por também possuir pardmeros duplos, confirmando a estreita relagdo entre esses
geéneros.

Verificamos, ainda, que Caloapenesia e Género nov. sdo mais relacionados entre si do
que com Pseudisobrachium. Gobbi (2013) também apontou em dados morfolégicos a maior
relacdo entre Caloapenesia e Género nov. por possuirem paramero dorsal mais largo, reto e
menos esclerotizado em comparagdo com Pseudisobrachium que possui pardmero dorsal
estreito, suavemente dobrado e muito esclerotizado.

Além disso, Género nov. compartilha similaridades do hipopigio com Caloapenesia,
que diferem do resto de Pristocerinae, justificando dessa forma, o agrupamento Género nov. +
Caloapenesia.

Terayama (1996), por sua vez, recuperou Pseudisobrachium como grupo-irmio de
Protisobrachium, sustentado por olhos pilosos e disco propodeal mais longo que largo. De fato,
Protisobrachium tem caracteres muito semelhante a Pseudisobrachium, provavelmente causado

pelo alongamento geral do corpo. Porém, a presenca de olhos pilosos e disco propodeal longo
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estdo presentes em muitos outros géneros, inclusive Caloapenesia (Terayama, 1995b). Ainda,
Terayama (1996) ndo investigou profundamente a presenca de pardmeros duplos como uma
possivel sinapomorfia para a relacio entre Caloapenesia € Pseudisobrachium, e este cardter foi
recuperado em sua analise como uma homoplasia.

Pseudisobrachium, Caloapenesia e Género nov. apresentaram grande divergéncia
genética (19-30% no gene 28S rDNA e 53% para o gene COI) em relacdo aos demais géneros
de Pristocerinae. Essas sequéncias extremamente divergentes dos demais membros de
Pristocerinae, observadas nos dois marcadores, sugere que esses géneros pertencem a uma
linhagem que se separou precocemente das demais.

No estudo de Carr et al. (2010) Pseudisobrachium é grupo-irmao de Foenobethylus e do
agrupamento Dissomphalus +Trichiscus. Ao inserirmos a sequéncia do gene 28S rDNA do
exemplar de Pseudisobrachium utilizado por Carr ef al. (2010) em nossas andlises verificamos
alta divergéncia com as sequéncias de Pseudisobrachium de nossa amostra. Porém, a
divergéncia de Pseudisobrachium de Carr et al. (2010) e Pristocera é 2%, enquanto com
Pseudisobrachium de nossa amostra foi 17%. Esses dados nos levam a propor que o exemplar
de Pseudisobrachium de Carr et al. (2010) tenha sido erroneamente identificado, e deva se

referir a Pristocera.

Apenesia, Parascleroderma e Foenobethylus

Apenesia+(Parascleroderma+Foenobethylus) formaram um grupo monofilético (clado
D). Essa relacdo de Apenesia com Parascleroderma e Foenobethylus j& havia sido verificada
previamente com dados morfoldgicos de Sorg (1988), que apontou a relagdo mais préxima entre
Apenesia e Parascleroderma e do trabalho de Gobbi (2013) que também recuperou membros de
Apenesia do grupo laevigata como grupo-irmdo de Foenobethylus+Parascleroderma.

Foenobethylus foi descrito baseado em uma unica espécie por Kieffer (1913), e
permaneceu negligenciado, sem ser classificado em nenhuma subfamilia até 2007. Varkonyi &
Polaszek (2007) redescreveram o género, alocando-o em Pristocerinae. Utilizando os caracteres
de Terayama (1996) esses autores discutiram que Foenobethylus poderia ser mais relacionado
ao clado formado por Afgoiogfa Argaman, 1988 e Parascleroderma, por compartilhar a
sinapomorfia de perda da nervura metacarpo.

Azevedo & Lanes (2007) discutiram o compartilhamento de caracteres entre Afgoiogfa,
Foenobethylus e Parascleroderma, a saber, a propleura exposta, nervura basal obliqua e longe
do estigma, metacarpo ausente na asa anterior, declividade propodeal sem carena mediana;

edeago giboso e cilindrico, e apontaram que os trés géneros seriam relacionados entre si.
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Todas as nossas andlises recuperaram Foenobethylus como grupo-irmdo de
Parascleroderma, confirmado que esses dois géneros compartilham um ancestral comum
exclusivo.

Ainda, na andlise com o gene COI, Apenesia aparece parafilético em relacdo a
Neoapenesia. Na andlise de divergéncia genética, Apenesia do clado D € divergente em 12-26%
em relacdo a Neoapenesia, comparado com 15-26% em relacdo a outros exemplares de
Apenesia, confirmando a proximidade entre Neoapenesia e Apenesia. O género Neoapenesia foi
descrito por Terayama (1995b) a partir de um tnico espécime e o autor ndo se atentou ao fato de
que o género novo descrito por ele era muito semelhante a algumas espécies de Apenesia do
grupo laevigata.

Gobbi (2013) em seu estudo cladistico recuperou Apenesia como polifético, a formagao
de um clado de Apenesia do grupo laevigata com Neoapenesia e outro clado de Apenesia mais
relacionado com Pristocera. Nossos dados corroboram para a sinonimizag¢do de Apenesia do

grupo laevigata e Neoapenesia.

Dissomphalus, Trichiscus e Protisobrachium

Em nosso estudo Dissomphalus foi recuperado como grupo-irmdo de Trichiscus na
andlise concatenada e na andlise gerada com dados de 28S rDNA. Ainda observamos o
agrupamento entre Dissomphalus, Trichiscus e Protisobrachium, porém a posicdo de
Protisobrachium como basal a Dissomphalus+Trichiscus apresenta baixo suporte.

Na andlise com o gene COI, envolvendo mais representantes do género
Protisobrachium, essa relagdo nao é recuperada. Trichiscus é mais basal e grupo-irmdo do clado
contendo Dissomphalus, Protisobrachium e Pristocera.

O género Dissomphalus era caracterizado pela presenca de dois processos tergais no
segundo tergito metasomal dos machos (Evans 1964). O género Trichiscus é diferenciado de
Dissomphalus apenas por apresentar um par de processos tergais no terceiro tergito metasomal
dos machos, em vez de apresentar no segundo tergito, mas compartilha uma série de caracteres
com Dissomphalus. Azevedo (2003) propde que algumas espécies de Dissomphalus perderam
este cardter e poderiam ser erroneamente identificadas como Apenesia ou Pseudisobrachium.
Desse modo, a existéncia de Dissomphalus sem processo tergal fez com que Azevedo (2003)
sugerisse que a divisdo do edeago dividido em ramo ventral e corpo dorsal fosse adotada como
a principal delimitacdo do género, independente da presenca do processo tergal. Entretanto, esse
cariter também é encontrado em Protisobrachium e Trichiscus. Desse modo pode se suspeitar
que a divisdo do edeago surgiu em um ancestral comum a Protisobrachium, Dissomphalus e

Trichiscus.
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Terayama (1996) também recuperou Dissomphalus como grupo-irmdo de Trichiscus, e
esse clado irmdo do clado formado por Pseudisobrachium, Protisobrachium e Neoapenesia,
agrupados por caracteristicas do mesossomo, em especial a auséncia dos notdulices. Entretanto,
espécies de Pseudisobrachium da regido Neotropical apresentam notaulices, inviabilizando a
sinapomorfia apontada para o clado proposto por Terayama (1996).

Gobbi (2013) ressalta que Protisobrachium apresenta um alongamento corporal, e
muitos caracteres alongados, como por exemplo, comprimento da cabeca, comprimento da
antena, comprimento do disco pronotal, comprimento do discopropodeal, acentuam as
diferencas de Protisobrachium em relagdo aos outros dois géneros, fazendo com que os trés
géneros concentrem muitas diferencas referentes ao corpo. Desse modo, esses caracteres nao
seriam os ideais a serem escolhidos ao estudar a relagdo entre esses trés géneros.

Em sua andlise, Gobbi (2013) recuperou o clado Protisobrachium, Dissomphalus e
Trichiscus baseado na sinapomorfia da genitdlia: edeago dividido em dois ramos, sugerindo que
a caracteristica da genitdlia seria mais apropriada para caracterizar o grupo.

Apesar de nao estabelecermos a posi¢do de Protisobrachium em relacdo Dissomphalus
e Trichiscus com suporte em nossas andlises, nossos dados apontam que esse trés géneros
pertencem a uma mesma linhagem dentro de Pristocerinae, que inclui além desses trés géneros,
Pristocera.

Curiosamente, todos esses géneros apresentam o edeago dividido em duas estruturas:
Protisobrachium, Dissomphalus e Trichiscus sdo caracterizados pelo edeago dividido em dois
ramos, enquanto que Pristocera apresenta o edeago divido em duas valvas. Assim, nossa
proposta é de que essas estruturas possam ser homdlogas e possivelmente “edeago dividido em

duas estruturas” seja definida como uma sinapomorfia do grupo.

Pristocera, Kathepyris e Acrepyris

Na andlise com o gene 28S rDNA, Pristocera, Kathepyris e Acrepyris estdo
intimamente associados e Pristocera € parafilético em relacdo a Kathepyris e Acrepyris. Na
andlise com o gene COI, a relagdo Acrepyris e Pristocera nao foi esclarecida.

Evans (1964) tratou Acrepyris como um subgénero de Pristocera. Posteriormente,
Terayama (1996) elevou o status de Acrepyris para um género distinto separado de Pristocera
baseados nos caracteres cerdas eretas na antena (presente em Pristocera e ausente em
Acrepyris), hipopigio dividido em duas laminas em Pristocera e consistente em uma Unica
lamina em Acrepyris e edeago dividido em trés valvas em Acrepyris e em uma valva em

Pristocera.
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Zamprogno & Azevedo (in press) confirmam a manuten¢do desses géneros como
tdxons distintos baseados nas caracteristicas do edeago e hipopigio, ressaltando que a presenca
de cerdas eretas nas antenas ndo pode ser considerada uma sinapomorfia para Pristocera.

Nossos dados ndo confirmam a manuten¢do de Acrepyris e Pristocera como tiaxons
distintos. A andlise do gene 28S aponta para a sinonimia entre esses dois géneros, enquanto que
a andlise com os genes concatenados ndo é conclusiva. Os dados de divergéncia genética
indicam uma proximidade maior entre Acrepyris e espécies de Pristocera quando comparado
com outras espécies de Pristocera. Esses dados apontam a necessidade de um estudo molecular
mais abrangente para o esclarecimento da relacio entre esses dois géneros.

Os géneros Pristocera e Kathepyris sao diferenciados apenas pelo grau de extensdo e
conspicuidade das nervuras M e Cul nas asas dianteiras, que em Kathepyris atingem a margem
apical e em Pristocera ndo atingem (Terayama 1996). Na descri¢do do género de Kathepyris,
Benoit (1982) cita que a genitdlia do exemplar seria muito similar com as do género Pristocera
demonstrando a similaridade entre esses dois géneros. Nossos dados corroboram os achados de
Zamprogno & Azevedo (in press) que afirmam a parafilia de Pristocera em relacdo a

Kathepyris, sinonimizando o dltimo com Pristocera.

Apenesia, um grupo distinto de Acrepyris e Pristocera

A semelhanga entre Apenesia, Acrepyris e Pristocera é relatada muitas vezes ao longo
da literatura, ao ponto de Finnamore & Gauld (1995) sinonimizarem todas as espécies de
Apenesia para Pristocera. Os géneros Apenesia, Acrepyris € Pristocera compartilham apenas
caracteres corporais, embora os Unicos edeagos divididos em valvas sejam de Acrepyris e
Pristocera (Terayama, 2003a). Terayama & Yamane (1998) também questionaram o
relacionamento de Apenesia e Acrepyris com Pristocera.

Nossos dados indicam uma divisdo clara entre a linhagem de Apenesia e Pristocera,
tanto com o gene mitocondrial quanto com o gene ribossomal. Apenesia é recuperado na
linhagem formado por Foenobethylus e Parascleroderma (clado D). Pristocera e Acrepyris, por
outro lado, aparecem como membro da linhagem que contém Dissomphalus, Trichiscus e

Protisobrachium (clado E).

EPYRINAE

A subfamilia Epyrinae € a mais problemdtica dentro de Bethylidae, pois devido a sua
grande plasticidade € dificil a delimitacdo dos géneros. A representatividade da subfamilia é
restrita na maioria dos estudos, e as andlises cladisticas ndo esclareceram a relacdo entre os

géneros (Waichert & Azevedo, 2009).
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Soma-se ainda a proposta de Evans (1964) que incluiu Scleroderminae dentro de
Epyrinae, com a subdivisdo em trés tribos (Epyrini+Sclerodermini+Cephalonomiini), gerando
uma complexidade ainda maior para a escolha de caracteres morfolégicos nos estudos
cladisticos. Essa classificagdo confusa s6 comegou a ser desfeita em 2008, no trabalho de Lanes
& Azevedo (2008) que sinonimizaram Cephalomini com Sclerodermini e finalizou com Alencar
& Azevedo (2013) que elevaram Sclerodermini e Epyrini ao status de subfamilia.

Concordante com a proposta de separagdo de Epyrinae e Scleroderminae foi o estudo que
envolveu andlises moleculares (Carr et al., 2010) que utilizou quatro gé€neros para representar a
subfamilia. Epyrinae, entretanto, permaneceu sem delimitacio cladistica até o desenvolvimento
do trabalho de Alencar & Azevedo (2013) que apontaram pela primeira vez uma sinapomorfia
para a subfamilia.

Nossos dados apontam para a monofilia de Epyrinae, concordante com a proposta de Carr
et al. (2010), e a existéncia de trés clados principais, que sdo equivalente a grupos monofiléticos

recuperados no estudo morfolégico desenvolvido por Alencar & Azevedo (2013).

Laelius e Anisepyris

Waichert & Azevedo (2009) e Alencar & Azevedo (2013) j4 haviam evidenciado que
Laelius seria grupo-irmao de Anisepyris. De acordo com Alencar & Azevedo (2013) esses dois
géneros compartilham as autapomorfias por¢do apical da margem lateral do hipopigio longa,

cavidade subapical no edeago e a margem lateral do edeago alargado basalmente.

Holepyris, Formosiepyris e Disepyris

Nossos dados demonstram uma relagdo estreita entre Holepyris, Formosiepyris €
Disepyris e mostram a parafilia de Disepyris em relacdo a Formosiepyris. A relagdo estreita
entre esses géneros e a possibilidade de sinonimia de Formosiepyris em Disepyris ndao é
novidade na literatura.

Quando Terayama (2004) descreveu Formosiepyris indicou a possibilidade da
proximidade cladistica com Disepyris devido ao compartilhamento dos olhos alongados e a
presenca da depressao medial no mesocuto.

Esses trés géneros compartilham um padrio corporal similar, pois todos possuem o clipeo
trilobado e sulco escutelar bem definido (Alencar & Azevedo, 2013). Nesse estudo, Alencar &
Azevedo (2013) ja haviam ressaltado a dificuldade de delimitag@o cladistica desses taxons e
sugerido que um estudo mais abrangente poderia levar a sinonimia dos trés géneros.

Uma sinapomorfia apontada para Formosiepyris por Alencar & Azevedo (2013) foi a

presenca de uma projecdo na carena occipital, muito embora os autores tenham considerado que
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seria necessdrio a confirmacgdo dessa sinapomorfia em outras espécies do género, pois seu grupo
de estudo envolveu somente exemplares da Maldsia. Outra sinapomorfia apontada pelos autores
para o género foi a margem da févea posterolateral projetada para cima, que apesar de
diagndstica para o género segundo Terayama (2004), pode ser uma condicdo comum entre as
espécies de Epyrinae que possuem o disco pronotal esculpidos em formatos de linhas.

Considerando a fragilidade das sinapomorfias apontadas para Formosiepyris, nossos
resultados reafirmam a proposta de sinonimia entre Disepyris € Formosiepyris.

Por outro lado, nossos dados apontam Holepyris como monofilético com alto suporte
mesmo sendo composto de exemplares de localidades muito distintas como do Vietna,
Emirados Arabe e Africa do Sul, nio dando suporte para a proposta de Alencar & Azevedo

(2013) de sinonimia entre os trés géneros.

Epyris e Bakeriella

Nossos dados recuperaram Epyris como polifilético, agrupado com Bakeriella e com
Trachepyris, concordante com dados da literatura que questionam a monofilia de Epyris
(Carpenter, 1999; Evans, 1964).

Primeiramente, a descri¢do de Epyris feita por Westwood (1832) € curta e usa somente
caracteres de coloracio, considerados obsoletos para a identificagdo do género por Waichert &
Azevedo (2009). Carpenter (1999) j4 apontava para a parafilia do género e indicou que Epyris
seria um agrupamento de vdrias espécies que ndo se encaixam em nenhum outro género.
Atualmente o género ndo possui nenhuma sinapomorfia (Alencar &Azevedo, 2013).

O fato de Epyris ser o género mais especioso de Epyrinae, com 275 espécies e de
ocorrer em todas as regides zoogeograficas (Alencar & Azevedo, 2013) parece mais um indicio
que a designacdo dada a esse tdxon se refere a mais de um género.

Bakeriella ¢ um género facilmente reconhecido, mas com limite taxondmico mal
definido, compartilhando vdrias caracteristicas com Epyris (Alencar & Azevedo, 2013). De
maneira recorrente estudos cladisticos apontam Bakeriella como uma linhagem de Epyris.
Evans (1964) ja havia indicado a proximidade de Epyris e Bakeriella afirmando que Bakeriella
se originou a partir de umalinhagem de Epyris. Sorg (1988) foi o primeiro a recuperar em um
estudo cladistico Bakeriella como uma linhagem descendente de Epyris.

No trabalho de sistemdtica apresentado por Alencar & Azevedo (2013) foram propostas
trés relacdes distintas entre Bakeriella: como grupo-irmao de Epyris, em uma relagdo politdmica
com Epyris e Trachepyris e ainda como uma linhagem de dentro de Epyris. No trabalho de
Waichert & Azevedo (2009), Bakeriella também foi recuperado como uma linhagem de Epyris.

Bakeriella se assemelha a Epyris por possuir cabega tdo longa quanto larga, escutelo com a
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févea bem delimitada e ndo conectada por um sulco e genitdlia masculina com edeago curto,
porém Bakeriella € restrito ao novo mundo.

Nos estudos prévios realizados foi observado que Bakeriella, que é restrito ao Novo
Mundo, se agrupa com Epyris de vérias partes do Mundo: Oriental, Paleértica e Etidpica,
Assim, ndo hd distingdo zoogeografica para esse agrupamento, destacando a necessidade de um
estudo abrangente que defina e delimite morfologicamente os agrupamentos observados nos

estudos moleculares.

MESITIINAE E SCLERODERMINAE

O agrupamento Mesitiinae e Scleroderminae recuperado no presente trabalho foi relatado
pela primeira vez por Carr et al. (2010). Nenhum estudo cladistico com dados morfoldgicos
havia apontado o relacionamento dessas duas familias e, at¢ o momento, ndo existe uma

sinapomorfia para definir esse agrupamento.

SCLERODERMINAE

O agrupamento Scleroderminae nd@o apresentou suporte em nenhuma das andlises.
Cephalonomia, Plastonoxus € Prorops foram recuperados no mesmo clado. A sinapomorfia
desses trés géneros € a presenca de 12 segmentos antenais (Evans, 1964). Nossos dados estio de
acordo com o estudo de Carr et al. (2010), que recuperou o grupo com alto suporte, porém
incluiu Discleroderma. Lanes & Azevedo (2008) analisaram Cephalonomia e Plastonoxus e
seus dados recuperaram o agrupamento monofilético, apontando a sinapomorfia "antenas com
12 segmentos" e "asas dianteiras com longas cerdas marginais".

Pela primeira vez indicamos Allobethylus e Sclerodermus como grupo-irmdo. Lanes &
Azevedo (2008) e Carr et al. (2010) ndo obtiveram suporte para definir as relacOes entre esses
géneros.

Discleroderma ndo apresenta suporte para ser agrupados com membros de
Scleroderminae, permanecendo em uma posicdo ndo definida dentro do agrupamento
Scleroderminae +Mesitiinae.

Em nossa andlise (arvore ndo mostrada), Tuberepyris, Solepyris e Glenosema ndo foram
recuperados dentro de Scleroderminae, mas como membros de Epyrinae. Glenosema elevata foi
recuperado como grupo-irmdo de Rhabdepyris. Tuberepyris e Solepyris foram recuperados
dentro do clado contendo Trachepyris e Epyris. Lanes & Azevedo (2008) ja haviam indicado
que Glenosema viduatus pertenceria a Epyrinae, € que ndo possuia as sinapomorfias

"mandibulas com sete dentes apicais" e "margem superior da mandibula denteada", presentes
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nas outras espécies de Glenosema analisadas e mantidas em Scleroderminae. Glenosema
viduatus foi justificada pelos autores como pertencente a Epyrinae devido a caracteristicas como
"local de insercdo antenal, clipeo longo e carena mediana do clipeo alta".

Nossos dados também posicionaram Glenosema elevata dentro de Epyrinae, ampliando o
questionamento sobra a posi¢cdo do género como um todo em Scleroderminae.

Os estudos cladisticos envolvendo géneros de Scleroderminae podem ter sido
prejudicados pela escolha dos caracteres, pois todos os estudos sistematicos envolvendo a
subfamila consideravam, equivocadamente, a subfamilia como uma linhagem de Epyrinae, e
jamais consideram sua proximidade com Mesitiinae. E provavel que um novo estudo cladistico
que considere para a escolha dos caracteres as dltimas mudangas taxondmicas que envolveram
Epyrinae e Scleroderminae, assim como os dados moleculares disponiveis, esclareca a posi¢ao

desses géneros.

MESITIINAE

Representantes de Mesitiinae nunca foram foco de estudos -cladisticos, sendo
frequentemente usados como grupo externo de estudo com outros grupos. Um estudo que
pretendesse esclarecer as relacdes internas da subfamilia nunca foi realizado. O trabalho mais
expressivo envolvendo membros de Mesitiinae foi realizado em por Argaman (2003), no qual
sete géneros foram descritos, com a proposta de divisdo em quatro tribos: Domonkosini,
Heterocoelini, Mesitini e Triglenusini. Argaman afirmou que os gé€neros e tribos propostas por
ele seriam monofiléticos, mas, ndo apresentou qualquer drvore filogenética no artigo.

Nossas andlises demonstram que o arranjo das quatro tribos proposto por Argaman
(2003) ndo é recuperado como grupos monofiléticos, sendo essa classificacdo artificial.

Por outro lado, de forma inédita, nossos dados mostram trés linhagens bem definidas:
Heterocoelia+Metrionotus, Pseudomesitius+Ukayakos+Sulcomesitius e
Pilomesitius+Zimankos+Itapayos+Mesitius, que nao coincidem com o arranjo de Argaman
(2003).

Argaman (2003) descreveu Mesitiini baseado nas caracteristicas compartilhadas pelos
géneros Anaylax, Clytrovorus, Incertosulcus, Itapayos, Mesitius, Metrionotus e Parvoculus.
Nossos dados apontam apenas para o agrupamento em uma mesma linhagem [ltapayos e
Mesitius.

A tribo Triglenusini foi descrita para acomodar apenas 3 géneros: Bradepyris, Triglenus e
Pseudomesitius. Destes apenas Pseudomesitius foi utilizado em nossa amostragem, € se mostrou
mais relacionado com Sulcomesitius e Ukayakos.

Heterocoelini é composta pelos géneros: Botoryan, Codorcas, Gerbekas, Hamusmus,

Heterocoelia, Pycnomesitius, Sulcomesitius e Ukayakos. Nossos dados apontam para a
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existéncia da linhagem formada por Heterocoelia, Sulcomesitius e Ukayakos. Sulcomesitius é
recuperado como parafilético, com exemplares agrupando com Ukayakos (clado D) e
Heterocoelia (clado C). A sequéncia do exemplar classificado como Ukayakos é extremamente
semelhante as sequéncias de Sulcomesitius do clado D, indicando que os representantes desse
clado pertencem ao mesmo tixon.

Argaman (2003) descreveu Domonkosini baseado em caracteristicas compartilhadas
pelos géneros: Domonkos, Pilomesitius, Topcobius e Zimankos. Nossos dados recuperaram o
agrupamento Pilomesitius e Zimankos, mas os exemplares amostrados para esses géneros
apresentam sequéncias muito préxima ao exemplar de lfapayos, da tribo Mesitiini.

Nosso trabalho molecular envolvendo géneros de Mesitilnae foi realizado
simultaneamente a um estudo de reclassificacdo da subfamilia realizado por Barbosa (in prep).
Os dados preliminares desse trabalho confirmam a organizacdo tribal realizada por Argaman
(2003) e demostram que os géneros que compde a subfamilia apresentam problemas quanto a
suas caracteristicas diagndsticas e das espécies que os compde. Indicam, ainda, que os
exemplares utilizados em nossas amostras estavam classificados de maneira equivocada e
sofrerdo mudancas taxonOmicas, pois a reclassificacdo cladistica estabelecerd sinonimias entre
véarios géneros que serdo redefinidos e combinados.

Dessa maneira para o estabelecimento de uma discussdo sobre as relacdes entre os
géneros e as linhagens apontadas pelos nossos dados seria interessante primeiro adequd-los a
nova classificagdo genérica, que foi redefinida baseado em sinapomorfia compartilhadas.

Concluindo, o presente estudo traz uma visdo holistica da relacdo interna da subfamilia
por envolver um grande niimero de géneros com representividade da todas as subfamilias. Foi
possivel observar uma grande congruéncia entre a filogenia proposta por dados moleculares
com estudos cladisticos propostos com dados morfoldgicos. Ainda, os dados moleculares
revelaram ser uma ferramenta valiosa em um grupo tao diverso e especioso quanto Bethylidae,
que apresenta grupos com dimorfismo sexual acentuado e grupos sujeito a convergéncia
morfolégica devido as adaptacdes ao estilo de vida parasitdide.

E evidente a necessidade de estudos posteriores para o grupo, mas acreditamos que o
presente trabalho contribuiu para o direcionamento de vdrias questdes como o esclarecimento
posicionamento de alguns géneros de Scleroderminae e investigagdo dos géneros apontados

nesse estudo como polifiléticos e parafiléticos.
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