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Caracterizacion molecular de Euptychiina (Lepidoptera: Satyrinae)
del norte de la Cordillera Central de los Andes

Molecular characterization of Euptychiina (Lepidoptera: Satyrinae) from the northern Central Cordillera of the Andes

MARIO ALEJANDRO MARIN!, ANDRES LOPEZ? ANDRE VICTOR LUCCI FREITAS® y SANDRA INES URIBE*

Resumen: Euptychiina es considerado un grupo de dificil taxonomia debido a que presenta una alta diversidad de espe-
cies de homogeneidad morfologica aparente haciendo compleja su identificacion. En este sentido, las secuencias de ADN
proporcionan una herramienta ttil para la diferenciacion de especies al aportar informacion valiosa y complementaria al
uso de caracteres morfologicos tradicionales. Se realizo una caracterizacion molecular de trece especies de Euptychiina
comunes en el norte de la cordillera central de los Andes Colombianos empleando secuencias de ADN mitocondrial de
la region 3’ del gen Cyt b, el ARNt>" y el extremo 3’ de ND1. En las secuencias del fragmento secuenciado se eviden-
ciaron grados de variacion que permitieron diferenciar todas las especies. La variacion nucleotidica intraespecifica fue
inferior a 2% y la interespecifica superior a 4%. Adicionalmente, se encontr6 en la region secuenciada un espaciador
intergénico entre el Cyt b y el ARNt>*, el cual no habia sido reportado para Nymphalidae. La variacion nucleotidica en
el espaciador a nivel interespecifico fue similar y complementaria a la encontrada en la region codificante. El fragmento
secuenciado se presenta como una nueva herramienta para mejorar y complementar los estudios taxonémicos en grupos
como este, donde se incluyen especies morfologicamente similares. La region propuesta combina varios genes con
diferentes grados de variacion nucleotidica aportando informacion ttil en la identificacion de especies.

Palabras clave: Cyt b. ARNt. ND1. Espaciador intergénico. Marcadores moleculares.

Abstract: Euptychiina is considered a taxonomically difficult group given a high diversity of species and morphologi-
cal homogeneity among them, making their identification complex. In this sense, DNA sequences offer a useful tool for
species differentiation, providing valuable and complementary information to traditional morphological characters. The
molecular characterization of thirteen Euptychiina species common to the northern Central Cordillera of the Colombian
Andes was carried out using mitochondrial DNA sequences of the 3° Cyt b gene, the tRNAS and the terminal portion of
3’ ND1. Sequences of the DNA fragments exhibited a degree of variation adequate for differentiating all species. Nucle-
otide variation was less than 2% at the intraspecific level and greater than 4% at the interspecific level. Additionally, an
intergenic spacer was found in the Cyt b and the tRNAS* that has not previously been reported for the Nymphalidae.
Nucleotide variation in the spacer at the interspecific level was similar and complementary to that found in the coding
region. The sequenced fragment is presented as a new tool to improve and complement taxonomic studies in groups
like this, which include morphologically similar species. The proposed region combines various genes with different
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degrees of nucleotide variation, providing useful information for species identification.

Keys words: Cyt b. tRNA. ND1. Intergenic spacer. Molecular markers.

Introduccion

Euptychiina es uno de los grupos mas diversos de Satyrinae
con 42 géneros validos y cerca de 400 especies descritas (La-
mas 2004; Freitas y Pefia 2006). Se le considera muy dificil
taxonomicamente (Murray 2001; Pefia y Lamas 2005) debido
a la alta diversidad de especies, la existencia de muchos gé-
neros mal definidos y la aparente homogeneidad morfologica
entre especies relacionadas (Pefia y Lamas 2005).

En géneros como Pareuptychia Foster (1964), la similitud
morfologica entre sus especies y la gran variabilidad intraes-
pecifica que se encuentra en estadios larvales y adultos hace
aun mas dificil su identificacion (Murray 2001). En este sen-
tido, la utilizacion de secuencias de ADN proporciona una
herramienta util para la diferenciacion de sus especies (Mu-
rray 2001; Sperling 2003; Hebert et al. 2004; Roe y Sperling

2007), aportando informacion valiosa y complementaria a los
caracteres morfoldgicos, permitiendo por ejemplo obtener un
mayor soporte en las diferenciaciones y la validacion o reso-
lucion de preguntas en aspectos como ecologia, fisiologia o
etologia (Hebert ez al. 2004; Roe y Sperling 2007; Pfenninger
et al. 2007; Stahls y Savolainen 2008; Silva-Brandao et al.
2008; Day et al. 2008; Albre et al. 2008).

El ADN mitocondrial ha sido ampliamente usado en es-
tudios evolutivos, poblacionales (Sperling 2003; Simon e al.
1994) y como apoyo en la identificacion de especies (Hebert
et al. 2004; Roe y Sperling 2007; Pfenninger et al. 2007; Day
et al. 2008). Dependiendo del gen empleado y del organis-
mo en estudio, las secuencias de ADN mitocondrial permiten
diferenciar desde categorias taxondmicas superiores como
orden (Pashley y Ke 1992) hasta niveles como raza y forma
(Loxdale y Lushai 1998), siendo necesaria la seleccion de ge-
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nes acordes con el nivel taxonémico de interés (Rand 2001).
En Satyrinae, se han empleado para estudios evolutivos los
genes mitocondriales de la citocromo oxidasa subunidad uno
(COI), dos (COII) y b (Cyt b), NADH deshidrogenasa subu-
nidad uno (ND1) y cinco (NDS5), ARN ribosomal 16S (ARNr
16S) y la region control (CR). Genes que han sido utiles para
estudios de poblaciones (Vila y Bjorklund 2004), de sepa-
racion de especies (Monte-Alegre et al. 2005; Weingartner
et al. 2006; Albre et al. 2008), de relaciones entre géneros
(Murray y Pashley 2005; Torres et al. 2001), tribus (Martin et
al. 2000; Pefia et al. 2006; Yin et al. 2007a) y subtribus (Yin
et al. 2007b)

Entre los genes mitocondriales, el que codifica para la
subunidad b de la citocromo oxidasa (Cyt b), ha mostrado
una apropiada resolucion filogenética a nivel intragenérico
e intergenérico (Simmons y Weller 2001). Especificamente
en Satyrinae se ha empleado la region 5° de este gen para
estudiar las relaciones evolutivas entre géneros y especies
encontrandose una adecuada tasa de variacion a este nivel
taxonomico (Torres ef al. 2001; Monte-Alegre et al. 2005;
Yin et al. 2007a). Hacia el extremo 3’ de este gen se encuen-
tran ubicadas otras regiones consideradas como marcadores
potenciales incluyendo un ARN de transferencia para serina
(ARNt*") y la porcion terminal 3 del gen ND1. Segmentos de
importancia, dado que los ARNt mitocondriales poseen altas
tasas de evolucion con niveles de variacion superiores que los
que presentan en el nticleo (Simon et al. 1994) y se considera
que éstos pueden ser muy utiles en estudios a nivel de género
y especie (Pesole et al. 1999). Igualmente para el gen ND1,
la region 5° ha exhibido tasas de evolucion utiles a niveles
inter y supragenérico (Zimmermann et al. 2000; Martin et
al. 2000; Nylin ef al. 2001; Yin et al. 2007b) aunque en di-
chos estudios no se incluye la region 3’ que presumiblemente
posee tasas de evolucion adecuadas para estudios a nivel de
especie (Videira y Duarte 2001).

En el presente estudio se realizé una caracterizaciéon mo-
lecular de trece de las especies de la subtribu Euptychiina
mas comunes en el norte de la cordillera central de los Andes
colombianos, empleando secuencias de ADN mitocondrial
de la region 3’ del gen de la citocromo oxidasa subunidad
b (Cyt b), incluyendo un gen de ARN de transferencia para
Serina UCN (ARNt) y el extremo 3” del NADH deshidro-
genasa subunidad uno (ND1).

Materiales y Métodos

Obtencion de secuencias de ADN. Se obtuvieron muestras
de trece especies pertenecientes a ocho géneros de Euptychii-
nay ademas se obtuvo un muestra de una especie de Haeterini
(Cithaerias pireta Stoll, 1780) (Tabla 1) empleada como gru-
po externo. Todos los especimenes se recolectaron entre los
aflos 1997 y 2001 en el extremo norte de la Cordillera Central
y Valle del Magdalena Medio y depositados en el MEFLG.
El ADN se extrajo de una de las patas media y posterior o en
casos mas dificiles de una porcion del torax removida cuida-
dosamente de las mariposas preservadas en seco a -20°C, las
cuales se procesaron con buffer de lisis (Uribe 1999).

La amplificacion de la porcion de ADN seleccionada
incluyendo el Cyt b, ARNt*" y ND1 se realiz6 con oligo-
nucleoétidos cebadores disefiados por Beard ef al. (1993):
CB3FC (CAYATTCAACCWGAATGATA) y NINFR (GG-
TAYWTTGCCTCGAWTTCGWTATGA). Las reacciones de
amplificacion del ADN se realizaron mediante PCR en 50 pl

de reaccion. Las condiciones de la PCR fueron: un ciclo de
95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94 C por 30s, 47°C 30s,
72°C 2 minutos y un periodo final de extension de 72°C por
10 minutos. La verificacion de la amplificacion se realizo me-
diante electroforesis en gel de agarosa en tampon 1X de TBE
con bromuro de etidio y marcador de peso conocido 100 pb.
El fragmento amplificado se secuenci6 en ambos sentidos de
la cadena, en un secuenciador automatico ABI 373 del CDC
(USA).

Analisis molecular Las secuencias de nucledtidos se en-
cuentran depositadas en la base de datos de Genbank (Ta-
bla 1). Para su analisis, se realiz6é un alineamiento multiple
usando como referencia el genoma mitocondrial de Coreana
raphaelis (Oberthiir, 1880) (NC 007976.1) (Kim et al. 2006),
Manduca sexta (Linnaecus, 1763) (NC 010266) (Cameron
y Whiting 2008) y Bombyx mandarina (Moore, 1872) (NC
003395) (Yukuhiro et al. 2002), en el algoritmo Clustal W
(Thompson et al. 1994) integrado en MEGA 4.0 (Kumar et
al. 2008) usando los valores por defecto para la penalizacion
por apertura y extension de gaps y con posterior correccion
manual del alineamiento.

A partir del alineamiento se calculd el modelo de evo-
lucion de las secuencias en jModeltest 0.1.1. (Posada 2008;
Guindon y Gascuel 2003), que fue empleado para la obten-
cion del dendrograma de distancias génicas con el método de
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) en el programa
PAUP 4.0b10 (Swofford 2003). Usando el programa MEGA
4.0 (Kumar et al. 2008) se estim¢ el test exacto de Fisher
basado en los codones de los genes codificantes para protei-
nas para observar el modelo de seleccion actuando sobre las
secuencias (Nei y Kumar 2000). Ademas se calcularon los
valores de divergencia nucleotidica con distancias no corre-
gidas (p) y se graficaron contra las tasas de transicion/trans-
version. De forma complementaria se realizé un analisis de
distribucion de la variabilidad en el fragmento mitocondrial
secuenciado determinando la entropia (Hx) de cada posicion
nucleotidica en el programa DAMBE (Xia y Xie 2001).

Por ultimo se realiz6 un andlisis filogenético exploratorio
de la region secuenciada. Para éste se tom6 como grupo ex-
terno a Cithaerias pireta (Stoll, 1780) (Satyrinae: Haeterini),
debido a la posicion filogenética propuesta para la tribu a la
cual pertenece en relacion con los miembros de la subfamilia
(Miller 1968; Pefa et al. 2006). La matriz de datos fue anali-
zada mediante una busqueda heuristica en el programa TNT
1.1 (Tree analysis using New Technology) (Goloboff et al.
2003) y se evaluo la robustez de los nodos mediante bootstrap
(Felsenstein 1985) y soporte de Bremer (1988, 1994). Igual-
mente se realizo un analisis bayesiano que se llevo a cabo en
el programa MrBayes (Ronquist y Hueselnbeck 2003) con un
muestreo de 10°000.000 de generaciones de cadenas al alzar
tomadas de la matriz de datos por medio de generacion de
cadenas Markovianas, siguiendo el modelo de evolucién mo-
lecular sugerido por el programa jModeltest 0.1.1. (Guindon
y Gascuel 2003; Posada 2008).

Resultados y Discusion

Caracterizacion de las secuencias. En total se obtuvieron
42 secuencias de Euptychiina correspondientes a la region 3’
del gen Cyt b, la secuencia completa del ARNt* (UCN) y un
fragmento del extremo 3’ de ND1. Se encontrd variacion en
la longitud de las secuencias entre las especies. A nivel intra-
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especifico la variacion fue minima, solo se encontrd en dos
nucleétidos (nt) al interior de Pareuptychia ocirrhoe. A nivel
interespecifico la variacion en la longitud del fragmento se-
cuenciado estuvo entre 449 nt (Megeuptychia antonoe) y 474
nt (Hermeuptychia sp2) (Fig. 1). Lalongitud de las secuencias
por si misma permite diferenciar las especies, incluso aquellas
morfolégicamente muy similares como Hermeuptychia sp.1
(459 nt) y Hermeuptychia sp.2 (474 nt). Resultados simila-
res en cuanto a la longitud de las secuencias en la misma re-
gion fueron obtenidos en Lepidoptera con Hypoleria lavinia
(Hewitson, 1855) (Lepidoptera: Ithomiinae) (Alvarez 2005).
En dicho estudio se encontr6 una variabilidad en la longitud
de las secuencias entre especies de hasta cuatro nucleotidos.
En otros ordenes como Diptera, se han reportado variaciones
de un nucleétido en Phlebotomus sergenti (Parrot, 1917) (Ps-
ychodidae) (Moin-Vaziri et al. 2007) y hasta de diez nucleo-

tidos entre especies del género Drosophila (Drosophilidae)
(Kastanis et al. 2003; Grady y DeSalle 2008).

Cada una de las regiones amplificadas presentd distintos
niveles de variacion en su longitud (Tabla 2). La region 3’ del
gen Cyt b mostré un niimero de nucleotidos constante de 299
nt, el ARNt*" (UCN) vari6 en su longitud desde 65 nt en el
género Hermeuptychia a 70 nt en Taygetis y Coeruleotaygetis
y el extremo 3’ del ND1 present6 una longitud desde 80 nt en
Cissia confusa, Coeruleotaygetis peribaea, Magneuptychia
alcinoe, M. libye, M. antonoe y Taygetis kerea a 95 nt en
Hermeuptychia spl. Ademas se obtuvo una region no codifi-
cante de hasta 15 nt ubicada entre los genes Cyt b y ARNt™,
reportada por Cameron y Whiting (2008) como espaciador
intergénico 5 (Sp5) en Manduca sexta.

El numero invariante de nucleétidos de Cyt b, posible-
mente es ocasionado por la alternacion en el producto codi-

Tabla 1. Informacion de los especimenes usados para el analisis molecular.

Especie Localidad Coordenadas ms.n.m.*  Genbank
Cithaerias pireta (Stoll, 1780) Colombia. Antioquia. Porce. Hacienda. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660001
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 45 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU659994
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU659995
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. Hacienda 06°47'N 75°04' W 1000 EU659996
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU659997
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU659998
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU659999
Cissia confusa (Staudinger, 1887) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660027
Cissia pompilia (C.& R. Felder, 1867) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 45 ha. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660002
Chloreuptychia sp. Colombia. Antioquia. Puerto Berrio. La Carlota. 6°31'00" N 74°2629" W 150 EU660003
Chloreuptychia sp. Colombia. Antioquia. Puerto Berrio. La Carlota. 6°31'00" N 74°2629" W 150 EU660004
Chloreuptychia sp. Colombia. Antioquia. Puerto Berrio. La Carlota. 6°31'00" N 74°2629" W 150 EU660005
Coeruleotaygetis peribaea  (Godman & Salvin, 1880)  Colombia. Antioquia. Porce. El Encanto. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660000
Hermeuptychia spl Colombia. Antioquia. Porce. Caiman. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660028
Hermeuptychia spl Colombia. Santander. Cimitarra. E1 Ecuador. 6°27'N 74°18' W 130 EU660029
Hermeuptychia spl Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 AY858562
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha 06°47'N 75°04' W 1000 EU660031
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 45 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 AY858564
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660033
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce.Normandia. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660034
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660035
Hermeuptychia sp2 Colombia. Antioquia. Porce. Tenche. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660036
Magneuptychia alcinoe (C. & R. Felder, 1867) Colombia. Antioquia. Porce. Fosforito. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660007
Magneuptychia sp. Colombia. Antioquia. Porce. El Encanto. 06°47' N 75°04' W 1000 EU710843
Megeuptychia antonoe (Cramer, 1775) Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660008
Megeuptychia antonoe (Cramer, 1775) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660009
Megeuptychia antonoe (Cramer, 1775) Colombia. Antioquia. Puerto Berrio. La Carlota. 6°31'00" N 74°2629" W 1000 EU660010
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Hacienda. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660011
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Santa Lucia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660012
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Santa Lucia. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660013
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Santa Lucia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660014
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Normandia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660015
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. Caiman. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660016
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660017
Magneuptychia libye (Linnaeus, 1767) Colombia. Antioquia. Porce. El Encanto. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660018
Pareuptychia metaleuca (Boisduval, 1870) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660019
Pareuptychia metaleuca (Boisduval, 1870) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 13 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660020
Pareuptychia metaleuca (Boisduval, 1870) Colombia. Antioquia. Porce. San Ignacio 45 ha. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660021
Pareuptychia ocirrohe (Fabricius, 1776) Colombia. Antioquia. Porce. Santa Lucia. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660022
Pareuptychia ocirrhoe (Fabricius, 1776) Colombia. Antioquia. Porce. Fosforito. 06°47'N 75°04' W 1000 EU660023
Pareuptychia ocirrhoe (Fabricius, 1776) Colombia. Antioquia. Porce. Fosforito. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660024
Pareuptychia ocirrhoe (Fabricius, 1776) Colombia. Antioquia. Puerto Berrio. La Carlota. 6°31'00" N 74°2629" W 150 EU660025
Taygetis kerea (Butler, 1869) Colombia. Antioquia. Porce. Caiman. 06°47' N 75°04' W 1000 EU660026

* Metros sobre el nivel del mar.
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il

S 15 25 35
Chloreuptychia sp. TACGATCTAT TCCTAATAAA CTTGGAGGAG TAATTGCTTT
Cissia confusa TACGTTCAAT TCCTAATAAA TTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Cissia pompilia TACGGTCRAT TCCTAATARA TTAGGAGGAG TAATTGCCTT
Coeruleotaygetis peribaca TACGATCAAT TCCTAATAAA TTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Hermeuptychia spl TACGTTCARAT TCCTAATARA CTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Hermeuptychia sp2 TACGATCAAT TCCTAATAAA TTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Magneuptychia alcinoe TACGATCCAT TCCTAATAARA CTAGGGGGAG TAATTGCTTT
Magneuptychia libye TACGTTCAAT CCCTAATAAA TTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Magneuptychia sp. TACGATCTAT TCCTAATAARA TTAGGAGGAG TTATTGCTTT
Megeuptychia antonoe TACGATCTAT CCCTAATAAA TTAGGAGGAG TCATTGCTTT
Pareuptychia metaleuca TACGATCAAT TCCTAATAAA TTAGGGGGAG TAATTGCTTT
Pareuptychia ocirrhoe TACGATCAAT TCCTAATAAA TTAGGAGGAG TAATTGCTTT
Taygetis kerea TTCGATCAAT TCCTAATAAA TTAGGGGGAG TAATCGCTTT
B B R e B B Ry
105 115 125 135
Chloreuptychia sp. AATTCAATTT TATCCTTTAA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Cissia confitsa AATACAATTT TATCCCCTTA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Cissia pompilia AATCCAATTT TACCCACTTA ATCAATTTTT ATTCTGATTT
Coeruleotaygetis peribaea TATCCAATTT TACCCAATTA ATCAARATTTT ATTTTGATTT
Hermeuptychia spl ARTTCAATTT TATCCTATTA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Hermeuptychia sp2 AATTCAATTT TATCCTATTA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Magneuptychia alcinoe TATTCAATTT TATCCCCTTA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Magneuptychia libye AATTCAATTC TACCCCCTTA ATCAAATCCT ATTTTGATTT
Magneuptychia sp. AATTCAATTT TATCCTTTAA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Megeuptychia antonoe AATTCAATTT TACCCATTAA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Pareuptychia metaleuca AATTCAATTT TATCCTTTAA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Pareuptychia ocirrhoe AATTCAATTT TATCCATTAA ATCAAATTTT ATTTTGATTT
Taygetis kerea AATTCAATTT TATCCAATTA ATCAAATTCT ATTCTGATTIT
R T B I I TR IR
205 215 225 235
Chloreuptychia sp. GTTATCACAA GACAAATATT AACATTAATT TATTTTTCTT
Cissia confusa GTAATTACGA GTCAATTATT AACATTATTT TATTTTTCTT
Cissia pompilia ATTATTACAA GTCAATTACT TACATTATTT TATTTTTCTT
Coeruleotaygetis peribaea GTAATTACAA GTCAATTATT AACATTATTT TATTTTTCTT
Hermeuptychia spl GTAATTTTAA GTCAATTATT AACTATATTT TACTTTTCAT
Hermeuptychia sp2 GTAATTTTAA GTCAATTATT AACCATATTT TATTTTTCAT
Magneuptychia alcinoe GTTATTACAA GTCAATTATT AACATTATTT TATTTTTCTT
Magneuptychia libye GTTATTACAA GTCAATTACT AACTTTATTT TATTTTTCTT
Magneuptychia sp. GTTATTTTAA GTCAATTATT AACATTAATT TACTTTTCAT
Megeuptychia antonoe GTAATCTCAA GCCAATTATT AACATTATTT TACTTTTCTT
Pareuptychia metaleuca GTAATTTTAA GTCAAATTTT AACATTATTT TATTTTTCTT
Pareuptychia ocirrhoe ATAATTTTAA GTCAATTATT AACATTATTT TATTTTTCTT
Taygetis kerea GTAATTACAA GTCAATTATT AACATTATTT TATTTTTCTT
Sp5
| ISR I | R P | B | PN I |
305 315 325 335
Chloreuptychia sp. TAATTAA TGAGCTTGTT ATAAGCATTT
Cissia confusa CC-ATTTATTA AA-TAATTAA TGAGCTTGTT A-AAGCATTT
Cissia pompilia R e e e TAATTAA TGAGCTTGAT TAAAGCATTT
leotaygetis peribc AA- —ATTAATTAA TGAGCTTGAT TAAAGCATTT
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Hermeuptychia sp2 ATTATCTAAAT TATTAATTAA TGAGCTTGTT A-AAGTATTT
Magneuptychia alcinoe TT-ATTTATTT TATTAATTAA TGAGCTTGTT A-AAGCATTT
Magneuptychia libye TGAGCTTGTT A-AAGCATTT
Magneuptychia sp. TGAGCTTGTT A-AAGCATTT
Megeuptychia antonoe TGAACTTGTT A-AAGTATTT
F iptychi I TGAACTTGTT A-AAGTATTT
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Figura 1. Secuencias de los genes Cyt b + ARNt*" + ND1 en Euptychiina, resaltando con sombreado en gris a Sp5 y la region conservada de reco-

nocimiento del gen ND1.

ficado entre dominios intra y extramembrana, con distintas
caracteristicas funcionales o estructurales que varian entre
dominios, causando que el tamafio de la proteina tenga una
presion de seleccion sobre su longitud (Jermiin e al. 1994;
Krajewski y King 1996). En cambio, el extremo 3’ del ND1,
codifica exclusivamente para aminoacidos estructurales de
la proteina, permitiendo la variacion de esta region (Videi-
ra y Duarte 2001; Dupuis et al. 2001; Brandt et al. 2003).
Igualmente los cambios en la longitud del ARNt*, concuer-

dan con lo reportado por Vivero et al. (2007) en especies de
dipteros del género Lutzomyia, con variaciones en el nimero
de nucleotidos que no alteran la estructura funcional de la
molécula, siendo un gen susceptible a cambios discretos en
su longitud.

En promedio las secuencias presentaron un alto conteni-
do de adenina y timina (A+T) que en Cyt b fue de 81,7%,
para ARNt* de 83,3% y en ND1 de 90,7%, correspondiendo
con lo encontrado previamente para los genes mitocondriales
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Tabla 2. Numero de nucledtidos de cada fragmento. Citocromo oxidasa
subunidad b (Cyt b), espaciador intergénico 5 (Sp5), ARN de transfe-
rencia para serina UCN (ARNt*") y NADH deshidrogenasa subunidad
uno (ND1).

Cytb Sp5 ARNt* NDI1
Chloreuptychia sp. 299 1 67 89
Cissia confusa 299 13 67 80
Cissia pompilia 299 3 67 85
Coeruleotaygetis peribaea 299 5 70 80
Hermeuptychia sp.1 299 6 65 89
Hermeuptychia sp.2 299 15 65 95
Magneuptychia alcinoe 299 14 66 80
Magneuptychia libye 299 10 67 80
Magneuptychia sp. 299 10 67 86
Megeuptychia antonoe 299 3 67 80
Pareuptychia metaleuca 299 6 66 83
Pareuptychia ocirrhoe 299 15 68 83-85
Taygetis kerea 299 7 70 80

en Lepidoptera como C. raphaelis (Lycaenidae) (Kim et al.
2006), M. sexta (Sphingidae) (Cameron y Whiting 2008) y
B. mandarina (Saturniidae) (Yukuhiro ef al. 2002). A nivel
proteinico prevalecieron los aminoacidos no polares, que

A

41 NDI

351 Sps

ARNt"

Entropia H(x)
S

L5 4 Cytb

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Nucleétido
0,10

0,09 m Transiciones (ts)

0.08 A Transversiones (tv)

0,07 4
0,06
0,05

0,04

Distancias ts - tv

0,03 4
0,02 4

0,01

para Cyt b present6 una composicion dominante de Isoleu-
cina (21-16%), Leucina (16-12%) y Fenilalanina (11,8%) y
en el fragmento secuenciado de NDI el aminoacido leuci-
na (26-18%). Este predominio de aminoacidos no polares
se debe a que estas regiones son hidrofobicas debido a su
ubicacion en la membrana mitocondrial (Weiss et al. 1991;
Krajewski y King 1996; Scheffler 2008).

El analisis de variabilidad nucleotidica revel6 para el gen
Cyt b 91 sitios polimoérficos con 47 sustituciones no sinéni-
mas y el test de Fisher mostrd que este segmento del gen esta
sometido una seleccion de tipo neutral, con una variacion
homogénea en la mayor parte del fragmento (Fig. 2A), pre-
sentando un incremento de la entropia en las posiciones nu-
cleotidicas 110-120 y 150-160, que corresponden a regiones
de gran variabilidad al ser parte de la estructura de la proteina
(Jermiin et al. 1994; Krajewski y King 1996).

A partir del espaciador Sp5 se observa un aumento en la
variabilidad de las secuencias, en especial en las posiciones
nucleotidicas 300 a 314 correspondientes a Sp5, de la 363
a la 370 del ARNt y de la 410 a la 435 del ND1, debido
principalmente a inserciones o deleciones. La region corres-
pondiente a Sp5 presentd variacion a nivel interespecifico,
permitiendo diferenciar especies que son morfologicamente
similares, como Hermeuptychia spl y Hermeuptychia sp2,
Pareuptychia metaleucay P. ocirrhoe, y entre Magneuptychia
sp y M. alcinoe. El ARNt* present6 variacion en su longitud

ollsasollasanlleaasllasanlloaasllaa
5] 15 25

YLPVSLNFLLFFLGFKIFF*
YLPISLNYLLLFIGFKIFIL*
YLPISLNYLLFFIGVKLILYYKINLVLKKN*
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Cissia confusa YLPISLNYLLFFVGLKMMMEYKINLV*
Cissia pompilia YLPISLNYLLFFIGLKLMMNYKMNLV**
Coeruleotaygetis peribaea YLPISLNYLLFFVGLKMMMSYKINLV*

Manduca sexta
Coreana raphaelis
Cithaerias pireta
Chloreuptychia sp

Hermeuptychia spl YLPISLNYLLFFIGMKMMMEMIMYKMYLV*
Hermeuptychia sp2 YLPVSLNYLLLFIGLKMMMMMNMIVYKMNLV*
Magneuptychia alcinoe YLPISLNYLLFFIGLKMMMYYKMNLV*
Magneuptychia libye YLPISLNYLLFFVGLKMMLNYKMKLV*
Magneuptychia sp YLPISLNYLLFFVSLKMMMNYKMYLVYY*
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Figura 2. A. Entropia H(x) de la secuencia de nucleétidos de la region amplificada. B. Variacion de la secuencias de aminoacidos del extremo car-
boxilo de ND1. C. Distancias no corregidas (p) para las secuencias en relacion a las tasas de transiciones y transversiones.
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Tabla 3. Valores de distancias no corregidas (p).

O 01U AW

—
WN =D

Chloreuptychia

Cissia confusa

Cissia pompilia
Coeruleotaygetis peribaea
Hermeuptychia sp.1
Hermeuptychia sp.2
Magneuptychia alcinoe
Magneuptychia libye
Magneuptychia sp.
Megeuptychia antonoe
Pareuptychia ocirrhoe
Pareuptychia metaleuca
Taygetis kerea

12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0,094
0,127 0,092
0,123 0,084 0,108
0,137 0,107 0,106 0,111
0,137 0,104 0,119 0,112 0,045
0,099 0,072 0,096 0,089 0,109 0,107
0,117 0,083 0,099 0,102 0,119 0,107 0,086
0,107 0,099 0,105 0,120 0,118 0,110 0,099 0,106
0,099 0,091 0,111 0,111 0,108 0,119 0,094 0,100 0,095
0,105 0,100 0,128 0,104 0,115 0,117 0,104 0,116 0,107 0,065
0,100 0,104 0,137 0,104 0,113 0,111 0,095 0,113 0,106 0,087 0,046
0,121 0,106 0,116 0,073 0,109 0,118 0,100 0,119 0,141 0,114 0,110 0,099

Cissia confusa EU659994

74 Pareuptychia ocirrhoe EU660022
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Figura 3. Dendrograma de NJ con el modelo GTR+G y bootstrap de 1000 réplicas, mostrando solo los valores superiores al 50% de las secuencias
de Cyt b+ ARNt<"+ NDI las 13 especies de Euptychiina.
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y composicion nucleotidica, con 19 sitios polimoérficos que
diferencian la mayoria de especies del complejo. Esta varia-
cion puede ser explicada por las pocas restricciones funciona-
les de la molécula debido a la inestabilidad del apareamiento
codon/anticodon que ocurre en el genoma mitocondrial, con
niveles de variacion en los genes de ARN de transferencia 92
veces superiores a los genes nucleares (Pesole et al. 1999).

Para el gen ND1, el test de Fisher indica que esta sometido
a una seleccion de tipo neutral. Para esta region se observa-
ron 49 sitios polimoérficos con 18 sustituciones no sindnimas,
siendo la regidon que proporcionalmente presentd la mayor
variabilidad por nucleétido. El analisis de entropia revela que
la variabilidad esta concentrada en las posiciones 385-390 y
410-445. Comportamiento en el extremo 3’ del ND1, ocasio-
nado por la carencia del espaciador 6 (Sp6) entre los genes
NDI1 y ARNt, reportado comtinmente en Lepidoptera (Ca-
meron y Whiting 2008). La ausencia de este espaciador es
debida a un cambio del coddén de terminacion del gen ND1,
el cual se encuentra en limites del gen ARNt*" con una sobre-
posicion de dos nucleodtidos entre ambos genes.

El cambio en el codon de parada de ND1 causa la traduc-
cion de Sp6, que es verificada por la traduccion de la region
conservada ATACTAA (Fig. 1) en las posiciones 392 a 398,
que normalmente se presenta en Sp6 de Lepidoptera (Came-
ron y Whiting 2008). Esta region cumple una funcion esen-
cial para el reconocimiento del gen por la ARN polimerasa
(Taanman 1999). Este cambio resultaria en una proteina de
mayor longitud en el extremo carboxilo (Fig. 2B) pero que
no debe causar alteraciones en la actividad catalitica de la
proteina debido a que el extremo carboxilo cumple una fun-
cion estructural y normalmente se reporta como la region mas
variable del gen (Videira y Duarte 2001; Dupuis ef al. 2001,
Brandt et al. 2003). Estas variaciones en longitud del extre-

A
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Magneuptychia libye
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7 100 —— Hermeuptychia sp.1
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] — Pareuptychia metaleuca

— Pareuptychia ocirrhoe

Chloreuptychia sp.
79

4 Coeruleotaygetis peribaea

98
14

Taygetis kerea

mo carboxilo del ND1, permiten diferenciar entre especies
morfoloégicamente muy similares como Hermeuptychia spl
con Hermeuptychia sp2 inicialmente identificadas como H.
hermes (Fabricius, 1775).

Distancias génicas y analisis filogenético. La relacion entre
transiciones/transversiones (Fig. 2C), mostré un aumento
gradual de las tasas de sustitucion nucleotidica con respecto
a las distancias génicas entre las especies, especialmente de
las transversiones, aunque sin presentar saturacion de sus-
tituciones. Todo esto sugiere que el fragmento secuenciado
es apropiado para el nivel taxonémico al cual se realiza el
estudio.

La diferencias nucleotidicas entre géneros variaron de 6,5
a 13,7%, entre especies de 4,5 a 10,6% (Tabla 3) y dentro de
las especies de 0 a 1,8%. Resultados similares han sido ob-
tenidos por Torres ef al. (2001) en complejos de especies de
Mycalesina usando el gen COII con diferencias nucleotidicas
entre especies hermanas, superiores a un 2,7%; igualmente
Yin et al. (2007a) en Satyrinae empleando los genes Cyt by
COlI reporto6 una divergencia a nivel interespecifico de 3,5 a
9,7%. Alvarez (2005) en Ithomiinae con secuencias de Cyt b,
ARN¢t*y ND1 encuentra diferencias intraespecificas de entre
0 a 2,1% y Murray y Pashley (2005), reportan para Eupty-
chiina con el gen COI, diferencias intergenéricas de entre 4,6
y 16,6% e intragenéricas de 2 'y 7,8%.

Los porcentajes de divergencia nucleotidica a nivel intra
e interespecifico presentaron una marcada distancia, pero a
nivel intergenérico no existe una clara diferenciacion, feno-
meno particularmente visible entre los géneros y especies de
Magneuptychia y Cissia, donde las diferencias a nivel intra-
genérico son de 8,6 a 10,2% en Magneuptychia y de 9,2% en
Cissia, en tanto los porcentajes de divergencia nucleotidica
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00 l_ Hermeuptychia sp.1

I— Hermeuptychia sp.2
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67

Megeuptychia antonoe
97
—— Pareuptychia metaleuca
70 100

66 \— Pareuptychia ocirrhoe
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Figura 4. Anélisis filogenético con las secuencias de Cyt b + ARNt" + ND1 de Euptychiina. A. Consenso de los dos arboles mas parsimoniosos
(longitud de 432, CI: 0.6042, RI: 0.4083), soporte de nodos con bootstrap indicado en la parte superior y soporte de Bremer en la parte inferior. B.
Inferencia Bayesiana con 10.000.000 de cadenas Markovianas y el modelo GTR+G (forma gamma = 0.2030). Se muestran los valores de bootstrap

y probabilidad posterior superiores al 50%.
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entre estos dos géneros oscilan entre 7,2 a 10,5%. Resultados
similares fueron reportados por Murray (2001), para Cissia
penelope (Fabricius, 1775) con las demas especies de Cissia,
concordando con la conformacion parafilética del clado (Mu-
rray 2001; Murray y Pashley 2005).

El modelo de evolucion molecular calculado con jModel-
test 0.1.1 (Guindon y Gascuel 2003; Posada 2008) corres-
pondi6 al GTR (General Time Reversible) (Rodriguez et al.
1990) con distribuciéon gamma (forma gamma = 1,3060), el
cual fue empleado para calcular el dendograma de NJ (Figura
3). El dendrograma recobra todas las especies incluidas con
valores de bootstrap de 100, mostrando la utilidad del frag-
mento secuenciado para distinguir entre especies. A nivel de
género, el dendrograma de NJ agrupa con valores altos de so-
porte a los géneros Hermeuptychia, Pareuptychia 'y confirma
los resultados de divergencia nucleotidica, al no diferenciar a
Magneuptychia y Cissia.

Los los arboles filogenéticos (Fig. 4), recobran los clados
Pareuptychia (P. metaleuca + P. ocirrhoe), Taygetis (C. pe-
ribaea + T. kerea) y Hermeuptychia (Hermeuptychia spl +
Hermeuptychia sp2), siendo igualmente recobrados por Mu-
rray (2001) y Murray y Pashley (2005), en estudios previos
con caracteristicas morfologicas de inmaduros y los genes
COl y EF-1a. La posicion filogenética de C. pompilia dentro
de Euptychiina es similar a lo encontrado por Murray (2001)
y Murray y Pashley (2005) para C. penelope, presentandose
como grupo hermano de las demads especies de Euptychiina
y distanciadas de las demas especies del género. La posicion
filogenética de C. pompilia y C. penelope concuerda con la
clasificacion desarrollada por Forster (1964) y empleada por
Miller (1968) al tratarlas estas dos especies como parte de los
géneros Argyreuptychia 'y Vareuptychia y no como Cissia. La
relacion entre las especies de Magneuptychia'y C. confusa no
se encuentra resuelta y se presenta Magneuptychia como un
grupo parafilético, con un comportamiento ambiguo en ana-
lisis previamente realizados correspondiendo con su posible
agrupacion artificial propuesta por Murray y Pashley (2005)
y Murray (2001), que sugieren reunir al género Magneuty-
chia y Cissia “sensu stricto” en tnico género.

Las relaciones filogenéticas entre géneros no se encuen-
tran resueltas, en gran parte debido al reducido muestreo
taxonomico y a la falta de un mayor niimero de caracteres, El
analisis de maxima parsimonia (Fig. 4A) presenta una poli-
tomia entre géneros, y el analisis bayesiano (Fig. 4B) obtiene
a Hermeuptychia como grupo hermano de los demas clados,
recobra los clados Pareuptychia (Chloreuptychia sp + M. an-
tonoe + P. meteleuca + P. ocirrhoe) y Taygetis (C. peribaea +
T. kerea) y aunque Magneuptychia'y C. confusa son un grupo
no resuelto, se observa que estas especies son hermanas del
los clados Pareuptychia 'y Taygetis, relacion similar reportada
por Murray (2001), Murray y Pashley (2005) y Pefia et al.
(20006).

Conclusiones

El fragmento de ADN mitocondrial correspondiente a la re-
gién 3° de Cyt b, el gen completo de ARNt™ y el extremo
3> de ND1, muestra ser eficaz para la diferenciacion de las
especies de Euptychiina. Siendo de utilidad para la diferen-
ciacion de especies debido principalmente a que presenta
gran variabilidad con un modo de seleccion de tipo neutral
y combina genes con distintas funciones en la mitocondria,
brindando independencia a las mutaciones presentes entre las

regiones amplificadas. Caracteristicas que posibilitan su em-
pleo en estudios de diversidad de mariposas y que mediante
la combinacién con otros genes cominmente usados en estu-
dios taxonémicos como el gen COI, permitirian una mayor
resolucion y confianza a estos analisis.

El presente estudio sugiere la presencia de especies muy
similares morfoloégicamente (cripticas), en algunos géneros
de Euptychiina, que pueden ser diferenciadas con la ayuda
de datos moleculares. Como es el caso del género Hermeup-
tychia donde inicialmente los ejemplares habian sido identi-
ficados como H. hermes y a partir del analisis molecular se
sugiere la presencia de mas de una especie (Hermeuptychia
spl y Hermeuptychia sp2), estableciendo la necesidad de
aumentar los trabajos taxonémicos y sistematicos dentro del
grupo, empleando herramientas moleculares y morfologicas.
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