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RESUMO

Piestinae Erichson, 1839 representa uma subfamilia de Staphylinidae composta por
115 espécies distribuidas em 9 géneros. Historicamente, foi delimitada com base em
caracteristicas homoplasticas e inicialmente designada como um agrupamento para
diversos besouros que ndo se enquadravam em outras subfamilias. Nos ultimos
anos Piestinae tem sido estudada com base em dados morfoldgicos para investigar
a monofilia da subfamilia, assim como a monofilia e a posi¢ao sistematica de seus
géneros. Com relagao a esses estudos, dois deles divergem quanto a monofilia de
Piestinae. Portanto, os objetivos deste estudo foram testar a monofilia da subfamilia
utilizando novos métodos: (1) informacdes moleculares de cinco genes especificos:
citocromo c oxidase subunidade | (COIl), 28S rDNA (28S), Wingless (Wg), arginina
quinase (ArgK) e carbamoil-fosfato sintase (CAD); e (2) integrando dados
moleculares e morfolégicos em uma abordagem de evidéncia total. Além disso,
tivemos como ultimo objetivo: (3) estimar os tempos de divergéncia entre os
principais clados de Piestinae e outras subfamilias da linhagem Oxyteline. As
relagdes filogenéticas foram inferidas por meio de métodos de inferéncia bayesiana
e maxima verossimilhanga. A monofilia de Piestinae n&o foi recuperada apenas com
dados moleculares, porém foi estabelecida em analise de evidéncia total. Dois
clados foram identificados: Clado A: Eupiestus + (Hypotelus + Piestus) e Clado B:
Siagonium + Prognathoides. Com relagao a linhagem Oxyteline, nossos resultados
corroboram trabalhos anteriores e estabelecem Scaphidiinae como grupo irméo do
clado Oxytelinae+(Piestinae+Osoriinae). Ja nossos resultados de tempo evolutivo
indicam que a divergéncia de Staphylinidae se iniciou provavelmente ao longo do
Mesozoico (219,58 Ma), com a linhagem Oxyteline se diferenciando no Jurassico
(173,30 Ma) e Piestinae apresentando sua divergéncia principal no Cretaceo Tardio
(83,81 € 97,80 Ma).

Palavras-chave: divergéncia evolutiva, estafilinideos, evolugao, grupo Oxyteline,

piestineos, sistematica filogenética.



ABSTRACT

Piestinae Erichson, 1839 represents a subfamily of Staphylinidae composed of 115
species distributed in 9 genera. Historically, it was delimited based on homoplastic
characters and was initially designated as a grouping for several beetles that did not
fit into other subfamilies. In recent years, Piestinae has been studied based on
morphological data to investigate the monophyly of the subfamily, as well as the
monophyly and systematic position of its genera. Regarding these studies, two of
them disagree on the monophyly of Piestinae. Therefore, the objectives of this study
were to test the monophyly of the subfamily using new methods: (1) molecular data
from five specific genes: cytochrome c oxidase subunit | (COI), 28S rDNA (28S),
Wingless (Wg), arginine kinase (ArgK) and carbamoyl-phosphate synthase (CAD);
and (2) integrating molecular and morphological data in a total evidence approach.
Additionally, as a final objective: (3) to estimate the divergence times among the
main clades of Piestinae and other subfamilies of the Oxyteline lineage.
Phylogenetic relationships were inferred using Bayesian Inference and Maximum
Likelihood methods. The monophyly of Piestinae was not recovered with molecular
data alone but was established in a total-evidence analysis. Two clades were
identified: Clade A: Eupiestus + (Hypotelus + Piestus) and Clade B: Siagonium +
Prognathoides. Concerning the Oxyteline lineage, our results corroborate previous
studies and establish  Scaphidinae as the sister group of the
Oxytelinae+(Piestinae+Osoriinae) clade. Our evolutionary time results indicate that
the divergence of Staphylinidae likely began throughout the Mesozoic (219,58 Ma),
with the Oxyteline lineage differentiating in the Jurassic (173,30 Ma) and Piestinae

presenting its main radiation in the Late Cretaceous (83,81 and 97,80 Ma).

Keywords: divergence times, staphylinids, evolution, Oxyteline group, piestines,

Phylogenetic systematics.
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INTRODUGAO GERAL

A ordem Coleoptera Linnaeus, 1758, é a mais diversa dentro da classe
Insecta, representando aproximadamente 40% da diversidade total de insetos, com
mais de 380.000 espécies conhecidas (GRIMALDI; ENGEL, 2005; BEUTEL et al.,
2019; CAl et al., 2022; NEWTON, 2025). Ela é composta por quatro subordens:
Archostemata Kolbe, 1908, Myxophaga Crowson, 1955, Adephaga Schellenberg,
1806 e Polyphaga Emery, 1886. Dentre esses, Adephaga e Polyphaga sao os mais
proeminentes, abrangendo mais de 99% das espécies conhecidas.

A subordem Polyphaga €, de longe, a mais diversa, incluindo mais de
300.000 espécies, com grupos de grande importancia ecoldgica e econémica, como
Scarabaeidae, Chrysomelidae, Curculionidae e Staphylinidae, enquanto Adephaga
reune mais de 40.000 espécies, com representantes conhecidos como o0s
Carabidae, Dytiscidae, entre outras (CAl et al.,, 2022; CARON et al.,, 2024,
NEWTON, 2025). Em contrapartida, Archostemata, com cerca de 50 espécies atuais
descritas, € composta por besouros xil6fagos de distribuigdo restrita, enquanto
Myxophaga, com aproximadamente 100 espécies, inclui besouros aquaticos ou
semi-aquaticos de tamanho reduzido (CATERINO et al., 2002; BOUCHARD et al.,
2017; NEWTON, 2025).

A aquisicao de determinadas caracteristicas-chave podem ter influenciado na
diversidade atual dos Coleoptera, entre essas inovagdes, a hipotese mais
amplamente aceita para explicar o sucesso evolutivo dos besouros envolve o
desenvolvimento dos élitros protetores, os quais possibilitam a ocupag¢ao de
micro-habitats inacessiveis a outros artropodes terrestres. Além disso, a capacidade
de explorar uma ampla gama de recursos alimentares, aliada a versatilidade em
colonizar diferentes ambientes terrestres e aquaticos, tem sido fundamental para o
sucesso adaptativo do grupo (MCKENNA et al., 2015b; BOUDINOT et al., 2022;
GOCZAL; BEUTEL, 2023; FERREIRA et al., 2023). A diversidade de Coleoptera é
resultado de uma longa histéria evolutiva associada a adaptagdes a diferentes
nichos ecoldgicos. Estudos como os de McKenna et al. (2015a, 2015b) sugerem
que a divergéncia inicial dos besouros esta relacionada a associagdo com plantas
angiospermas durante o Cretaceo, o que pode ter impulsionado a grande

diversidade da subordem Polyphaga.
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Dentro de Polyphaga, algumas familias se destacam pela alta diversidade,
sendo Staphylinidae uma das mais expressivas. Descrita por Latreille (1802) a
familia compreende atualmente mais de 66.000 espécies documentadas em 4.038
géneros, organizadas em 35 subfamilias (NEWTON, 2025). Representando uma
das maiores radiacbes de Metazoarios em termos de numero de espécies descritas
(GREBENNIKOV; NEWTON, 2009; AHN et al. 2017; ZYLA; SOLODOVNIKOV,
2019). Os Staphylinidae ocupam uma vasta gama de habitats e microhabitats em
todos os continentes e principais ilhas, exceto na Antartica (THAYER, 2016). Sua
notavel riqueza de espécies, aliada a ampla plasticidade ecoldgica, faz dessa familia
um dos grupos mais bem-sucedidos da ordem.

Esses organismos, em sua maioria, atuam como predadores em serapilheira
e matéria vegetal em decomposicéo, e exploram uma variedade de microhabitats,
como fungos, ninhos de invertebrados e vertebrados, costas maritimas, além disso,
alguns estafilinideos se alimentam de ectoparasitas de pequenos mamiferos ou
parasitéides associados a puparios de moscas (THAYER, 2016).

Além de sua diversidade de habitos, os estafilinideos apresentam notavel
variagdo morfologica. Um dos aspectos mais caracteristicos do grupo é, em sua
maioria, a presenca de élitros curtos e truncados, permitindo que mais da metade do
abdémen flexivel permanega exposto, com seis ou ocasionalmente sete ventritos
abdominais visiveis e, com poucas excegdes, procoxa contiguas (NEWTON et al.,
2000).

Do ponto de vista evolutivo, a familia Staphylinidae € considerada uma das
linhagens mais antigas da subordem Polyphaga, como indicado por analises de
reldgio molecular (ZHANG; ZHOU, 2013; MCKENNA et al., 2015b; CAl et al., 2022).
Estudos recentes sugerem que a linhagem teve origem entre o Tridssico Tardio e 0
Jurassico Inicial (209-184 milhdes de anos atras).

A constituicdo e a relagao entre os clados em Staphylinidae, bem como a
delimitacdo de suas unidades taxonémicas, foram discutidas ao longo dos anos e
permanecem controversas (GANGLBAUER, 1895; COIFFAIT, 1972; LAWRENCE;
NEWTON, 1982; NAOMI, 1985; NEWTON; THAYER, 1988; HANSEN, 1997;
CATERINO et al., 2005; THAYER, 2016).

Lawrence e Newton (1982) sintetizaram a classificagdo dos Coleoptera e
sugeriram que as 22 subfamilias de estafilinideos, reconhecidas até entéo,

poderiam ser organizadas em quatro linhagens principais, ou grupos informais:



13

Omaliine, Tachyporine, Staphylinine e Oxyteline (figura 1). Pesquisas subsequentes
focadas na classificacdo, sistematica e filogenia de Staphylinidae foram realizadas
com o intuito de elucidar a histéria evolutiva dessas quatro linhagens principais
(THAYER, 2005).

O grupo Omaliine foi reconhecido como monofilético através do estudo de
Newton e Thayer (1995), com base em 112 caracteres morfolégicos de adultos, no
qual também reclassificaram a antiga familia Pselaphidae Latreille, 1802 em uma
subfamilia bem aninhada dentro desse grupo. Além disso, corroboraram a inclusao

de Microsilphinae, Glypholomatinae, Micropeplinae e Dasycerinae nesta linhagem.

Scydmaenidae
Silphidae

Glypholomatinae
Empelinae
Omaliinae

Omaliine group

Microsilphinae
Proteininae
Micropeplinae
Neophoninae
Dasycerinas
Protopselaphinae
Psclaphinac

smmmmnsnnnnTachyporinae pars
= = n maTachyporinae pars
10 ==Phlogocharinae
Olisthaerinae
semmnnnTachyporinae pars

== Tachyporine group
FEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEE

1 Trichophyinae

Habrocerinae

13
L]
Aleucharinae
14 Trigonurinae
: fhpateucmae
Oxyteline group Scaphidiinae
15 16 Piestinae
Osoriinae
Oxytelinae
Oxyporinae
17 pmmmmm |\ 2 galopsidiinae
Staphylinine group q—Steninae

mmEuaesthetinae

Solieriinae
Leptotyphlinae

mmmm probably monophyletic 19 Pseudopsinae
— possibly monophyletic 20 Paederinae
smmn probably not monophyletic Staphylininae

Figura 1. Esquema filogenético para o grupo Staphylinidae, baseado em Lawrence e
Newton (1982), Ashe e Newton (1993), Welch (1993), Newton e Thayer (1995),
Hansen (1997). Fonte: Thayer, 2005.

A filogenia do grupo Tachyporine foi investigada por Ashe e Newton (1993) e
Ashe (2005), com base em caracteristicas morfoldgicas de larvas e adultos. Embora

a monofilia desse grupo nao tenha sido estabelecida e suas relacées basais nao
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tenham sido completamente resolvidas, eles consideraram as subfamilias
Tachyporinae, Aleocharinae, Phloeocharinae, Olisthaerinae, Trichophyinae e
Habrocerinae como parte desse grupo.

O grupo Staphylinine, em contrapartida, foi objeto de estudos mais
abrangentes em comparagéo com as outras linhagens. Foi reconhecido como um
grupo monofilético, englobando as subfamilias Oxyporinae, Megalopsidinae,
Steninae, Euaesthetinae, Leptotyphlinae, Paederinae e Staphylininae, por meio de
caracteres morfoldgicos de adultos e larvas, conforme apresentado em trabalhos de
Lawrence e Newton (1982), Newton e Thayer (1995), Hansen (1997), Grebennikov e
Newton (2012), Thayer (2016), além de analises moleculares de pequenas amostras
de dados por Ballard et al. (1998) e McKenna et al. (2015a). Grebennikov e Newton
(2009) também incluiram formalmente a antiga familia Scydmaenidae Leach, 1815
como uma subfamilia bem integrada dentro desse grupo.

A linhagem Oxyteline, proposta por Lawrence e Newton (1982) era composta
por Piestinae Erichson, 1839, Oxytelinae Fleming, 1821, Osoriinae Erichson, 1839 e
possivelmente Scaphidiidae Latreille, 1806, que na época era considerada uma
familia independente, mas foi posteriormente reconhecida formalmente como uma
subfamilia de Staphylinidae (primeiramente sugerido por KASULE, 1966 e
corroborado por LESCHEN; LOBL, 1995). Newton e Thayer (1992) em uma revisao
de nomes de grupos familiares em Staphyliniformia, com comentarios sobre
classificagdo, reconheceram Apateticinae Fauvel, 1895 e Trigonurinae Reiche, 1865
como subfamilias em vez de tribos de Piestinae, adicionando essas duas
subfamilias também a linhagem (ver THAYER, 2005).

A analise filogenética do grupo Oxyteline foi predominantemente conduzida
por Grebennikov e Newton (2012), utilizando 240 caracteres morfolégicos de adultos
e larvas. Nessa investigagdo, identificaram que Apateticinae e Trigonurinae,
posicionavam-se na base de Staphylinidae, afastando-se do grupo. Dessa forma,
reconheceram a linhagem em um sentido mais restrito, composta por Scaphidiinae,
Osoriinae, Oxytelinae, e Piestinae (figura 2).

Atualmente composto por quatro subfamilias (segundo GREBENNIKOV;
NEWTON, 2012), o grupo Oxyteline representa a menor das quatro linhagens, com
um total de 5.943 espécies descritas, distribuidas em 215 géneros (NEWTON,
2025). As espécies desse grupo variam em tamanho, geralmente de pequeno a

moderado (1-10 mm de comprimento), e apresentam morfologia diversificada,
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incluindo élitros que podem ser curtos ou longos (figura 3). Essas espécies habitam
uma ampla gama de ambientes, sendo frequentemente associadas a arvores e
materiais em decomposicao (LAWRENCE; NEWTON, 1982,
GREBENNIKOV;NEWTON, 2012; THAYER, 2016).
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Figura 2. Hipotese de relacionamento filogenético apresentado por Grebennikov e
Newton (2012) para a linhagem Oxyteline, baseada em 240 caracteres morfoldgicos

de adultos e larvas.

A analise filogenética conduzida por Grebennikov e Newton (2012) também
esclareceu a posi¢cao do Grupo Oxyteline dentro de Staphylinidae, indicando que a
divergéncia da familia provavelmente ocorreu durante a transigdo do
comportamento alimentar de grupos onivoros/saprofagos para grupos carnivoros

(embora casos de reversao e paralelismo tenham sido identificados).
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No que diz respeito as subfamilias, Oxytelinae foi demonstrada como
monofilética por Herman (1970), notadamente pela presenga sinapomorfica de um
unico par de gléandulas defensivas no apice abdominal. As relagdes filogenéticas
entre as tribos e géneros desta subfamilia foram iniciadas no estudo de Herman e
parcialmente ampliadas por Newton (1982) e Makranczy (2006). Com respeito aos
Scaphidiinae, a monofilia e as relagbes internas entre tribos e géneros foram
exploradas por Leschen e Lobl (1995). Para Osoriinae, embora ndo tenhamos uma

monofilia testada, ela é apoiada por Grebennikov e Newton (2012).

Piestinae

N /

-
Hypotelus laevis Siagonium americanum Prognathoides mjobergi Piestus sufcatus Eupiestus scupticollis
Solsky, 1872 (Melsheimer, F. E., 1844) Bernhauer, 1920 Gravenhorst, 1806 Kraatz, 1859
Oxytelinae Osoriinae Scaphidiinae
1 \ /
p {
\\ |
f‘;! » ,
e
- |
Bledius bonariensis  Oxytelus sp. Eleusis humilis Leptochirus sp. Scaphium castanipes
Bernhauer, 1912 (Erichson, 1840) Kirby, 1837

Figura 3. Adultos de alguns representantes das quatro subfamilias da linhagem
Oxyteline (Imagens: Silva, 2020 e LAPCOL).

Quanto a Piestinae, esta foi a unica entre as quatro subfamilias cuja monofilia
nao foi apoiada. Estudos anteriores ja indicavam sua parafilia e polifilia
(GREBENNIKOV; NEWTON, 2012; MCKENNA et al., 2015a), mesmo apos a

remogao das tribos Apateticini e Trigonurini. Historicamente, a subfamilia foi definida
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com base em caracteres plesiomorficos e, em periodos anteriores, funcionava como
um agrupamento para estafilinideos diversos que ndo se encaixavam em outras
categorias taxonémicas (CARON et al., 2012).

Os representantes de Piestinae sdo geralmente encontrados sob cascas de
arvores e em madeira em decomposi¢ao, sendo seu registro na serapilheira menos
frequente (CARON et al., 2012). As informagdes sobre a biologia dessas espécies
ainda sdo escassas, mas presume-se que a maioria delas atue como saprofaga,
havendo também indicios de comportamento micdéfago em algumas espécies
(THAYER, 2016). Um aspecto morfoldgico interessante em determinados piestinos é
a presenca de pequenas invaginacdes mandibulares, estruturas semelhantes as
observadas em escotilineos e cucujoides, as quais podem funcionar como
micangios para o transporte de esporos fungicos (CROWSON; ELLIS, 1969).

Embora estudos mais recentes (CARON et al., 2012; GREBENNIKOV;
NEWTON, 2012; BORTOLUZZI et al., 2017; Caron et al., 2025) tenham refinado o
conceito de Piestinae, tornando o grupo menos heterogéneo, ainda persistem varias
incertezas taxondmicas e filogenéticas em relagdo a essa subfamilia. Nesse
contexto, este estudo tem como objetivo expandir o conhecimento sobre Piestinae
por meio da analise de novos dados. Ao integrar métodos de inferéncia filogenética
com evidéncias morfolégicas € moleculares, buscamos avaliar a monofilia de
Piestinae e esclarecer suas relagcbes evolutivas dentro de Staphylinidae,
contribuindo para um entendimento mais robusto da sistematica do grupo.

Portanto, este trabalho teve trés objetivos principais. O primeiro foi testar a
monofilia de Piestinae, gerando uma hipotese de relacionamento filogenético da
subfamilia com base em dados moleculares. O segundo objetivo consistiu em
realizar uma analise de tempo evolutivo, estimando o tempo de divergéncia para
Piestinae e outras subfamilias da linhagem Oxyteline. Por fim, o terceiro objetivo foi
avaliar a monofilia da subfamilia por meio de uma abordagem de total evidéncia,
integrando dados moleculares e morfolégicos buscando uma compreensdao mais
robusta das relagdes filogenéticas dentro da subfamilia. Desta forma, esta tese esta
dividida em trés capitulos, cada um correspondendo aos objetivos apresentados

anteriormente.
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Filogenia molecular multilocus de Piestinae e implicagées evolutivas no grupo

Oxyteline (Coleoptera, Staphylinidae)
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INTRODUCAO

A subfamilia Piestinae Erichson, 1839 é considerada cosmopolita e uma das
das linhagens mais antigas entre as 35 subfamilias de estafilinideos atualmente
reconhecidas (YAMAMOTO et al. 2018). Compreende um grupo relativamente
pequeno, com apenas 115 espécies distribuidas em nove géneros, sendo seis deles
atuais e trés extintos (CARON et al., 2025; CARON et al., no prelo) (ver tabela 1).
Dos géneros existentes atualmente, dois estdo restritados para a regidao Neotropical,
dois na regido Australiana, um somente no leste Paleartico e um género Holartico. E

interessante a auséncia da subfamilia na regido Afrotropical (SILVA, 2020).

Tabela 1. Visdo geral dos géneros da subfamilia Piestinae atualmente reconhecidos

no mundo segundo Silva, 2020; Caron et al., 2025 e Caron et al., (no prelo).

N° de
Género espécies (114 Distribuicdo Geografica

spp.)
Eupiestus Kraatz, 1859 22 regido paleartica oriental
Hypotelus Erichson, 1839 14 regides Neartica (Flérida) e Neotropical
Parasiagonum Steel, 1950 1 Nova Zelandia
Piestus Gravenhorst, 1806 45 regides Neartica (Flérida) e Neotropical
Prognathoides Steel, 1950 1 Australia
Siagonium Kirby & Spence, 1815 28 (11 sp.) regides holartica e neotropical norte (México)
tEopiestus Cai & LU, 2017 1 Kaliningrad, Russia
tPaleosiagonium Yue et al., 2016 2 Chaomidian, China
tPropiestus Yamamoto et al., 2018 1 Kachin, Mianmar

1 —género/espécie extintos de Piestinae.
Fonte: Autora (2025)

As espécies dessa subfamilia habitam principalmente sob a casca de arvores
e madeiras em decomposi¢cado, ou ocasionalmente em serapilheira (CARON et al.
2012). Embora a biologia detalhada dessas espécies seja pouco conhecida, € aceito
que a maioria delas possui habitos saproéfagos, algumas poucas podem ser
micofagas (THAYER, 2016); uma hipotese sugerida por Crowson e Ellis (1969), que

observaram pequenas invaginagdes nas mandibulas, similares as de besouros da
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subfamilia Scolytinae (Curculionidae) e da superfamilia Cucujoidea, que podem
servir como micangia para transporte de esporos de fungos.

Originalmente, a subfamilia Piestinae foi caracterizada com base em tracos
plesiomorficos e, no passado, servia como uma categoria para agrupar
estafilinideos cujas caracteristicas nao se alinhavam com outras divisdes
taxondmicas (CARON et al. 2012). No entanto, avangos mais recentes (CARON et
al. 2012; GREBENNIKOV; NEWTON, 2012; BORTOLUZZI et al. 2017, CARON et
al.,, 2025) tém refinado o entendimento sobre Piestinae, tornando-a menos
heterogénea. Apesar desses progressos, a monofilia da subfamilia ainda é
controversa, com Piestinae sendo considerada parte de um clado envolvendo
também Osoriinae, mas sem apresentar as apomorfias caracteristicas da subfamilia
(THAYER, 2016).

No que diz respeito as mudancgas taxonémicas, Bernhauer e Schubert (1910)
incluiram cerca de 30 géneros no que entédo era considerado a tribo Piestini, dentro
de Oxytelinae. Com o tempo, muitos desses géneros foram realocados para formar
grupos préprios ou foram transferidos para subfamilias melhor definidas, como
Aleocharinae, Apateticinae, Micropeplinae, Osoriinae, Ploeocharinae e Trigonurinae
(ver HERMAN, 2001, para o catalogo completo).

Do ponto de vista filogenético, Thayer (2005) sugeriu que Piestinae, no
sentido atual, poderia ser um grupo monofilético e um possivel grupo irmao de
Osoriinae (ver figura 4). No entanto, analises cladisticas revelaram que a monofilia
de toda a subfamilia ainda ndo foi estabelecida (GREBENNIKOV; NEWTON, 2012;
MCKENNA et al., 2015a), indicando que Piestinae pode ser parafilético em relagéo

a Osoriinae e Oxytelinae.
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Figura 4. Hipdteses da composi¢ao do Grupo Oxyteline e posicdo de Piestinae. (A)
Apos Thayer (2005); (B) Apos Grebennikov e Newton (2012). Fonte: Silva (2020).

Os estudos de Grebennikov e Newton (2012), baseados em 240 caracteres
morfolégicos de larvas e adultos, revelaram que Piestinae esta inserida no clado
definido pelo grupo Oxyteline em seu sentido estrito (figura 2). De forma
semelhante, McKenna et al. (2015a), utilizando uma abordagem de DNA com dois
marcadores moleculares (28S e CAD, totalizando 3430 pb), também sugeriram a

parafilia de Piestinae em relagcao as subfamilias Oxytelinae e Osoriinae (figura 5).
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Figura 5. Hipotese de relacionamento filogenético apresentado por McKenna et al.
(2015a) para Staphylinidae, resultante de analise de Inferéncia Bayesiana com base

em dois marcadores moleculares (28S e CAD), totalizando 3430 pb.

Analises cladisticas mais focadas dentro de Piestinae foram conduzidas para
0s géneros Piestus, Hypotelus e Siagonium (CARON et al., 2012; BORTOLUZZI et
al., 2017; YAMAMOTO et al., 2018; CARON et al., 2025; CARON et al., no prelo).
Contudo, esses estudos nao visaram especificamente testar a monofilia da
subfamilia. Caron et al. (2012) incluiram como taxons externos representantes dos
outros seis géneros de Piestinae e encontraram suporte para a monofilia de Piestus,

além de esclarecer as relagdes entre os géneros. Ja Bortoluzzi et al. (2017)
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encontraram evidéncias de monofilia para Hypotelus, que foi identificado como
grupo irméo de Osoriinae, embora apenas um taxon terminal de Osoriinae tenha
sido utilizado em sua analise.

No estudo de Yamamoto et al. (2018), foi descrito um novo género e espécie
para Piestinae (Propiestus archaicus Yamamoto et al., 2018) com base em um
registro fossil preservado em ambar birmanés do Cretaceo Superior, encontrado no
norte de Mianmar. Os autores propuseram que Propiestus € o grupo-irmao de
Piestus.

Assim como em Caron et al. (2025), os autores descreveram uma nova
espécie de Hypotelus e, também, reanalisaram a monofilia do género por meio de
uma analise de evidéncia total. Seus resultados indicaram que Piestinae é uma
subfamilia monofilética, embora a amostragem tenha sido limitada (apenas 19
taxons) e o foco do trabalho ndo tenha sido especificamente testar a monofilia da
subfamilia.

Por outro lado, o trabalho recente de Caron et al. (no prelo) utilizou
caracteres morfolégicos de adultos para testar a monofilia de Siagonium e
investigou sua relagdo com os demais géneros de Piestinae. Os resultados
indicaram que a monofilia de Siagonium pode ser sustentada com a inclusdo de
Piestoneus, levando os autores a sinonimizar Piestoneus, integrando suas quatro
espécies ao género Siagonium. Ao final, os autores indicaram Prognathoides como
grupo-irmao de Siagonium.

Uma investigagdo aprofundada sobre a historia evolutiva da subfamilia
Piestinae € essencial, considerando sua trajetéria taxonémica complexa e as
incertezas morfolégicas destacadas em estudos anteriores (CARON et al. 2008,
2012; GREBENNIKOV; NEWTON, 2012; BORTOLUZZI et al., 2017; YAMAMOTO et
al., 2018; CARON et al., 2025; CARON et al., no prelo).

Sabendo que analises filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA tém se
mostrado essenciais para a reconstru¢cao das relagdes evolutivas entre taxons,
permitindo a formulagao de hipéteses mais robustas sobre a historia e diversificagao
dos grupos (HILLIS, 1987; WIENS, 2004), e que a maioria dos estudos recentes
sobre Piestinae baseiam-se predominantemente em dados morfoldgicos,
acredita-se que uma abordagem utilizando dados moleculares possa contribuir para
esclarecer lacunas ainda nao resolvidas, especialmente no que diz respeito a

monofilia da subfamilia e suas relagdes filogenéticas dentro de Staphylinidae.
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Portanto, este capitulo tem como objetivo aprofundar o entendimento sobre
Piestinae por meio de analises filogenéticas baseadas em dados moleculares de
cinco genes, utilizando métodos de inferéncia bayesiana e maxima verossimilhancga.
A partir dessas analises, busca-se avaliar a monofilia da subfamilia e esclarecer
suas relagdes com outros grupos dentro de Staphylinidae, assim como, proporcionar
uma base mais sélida para a sistematica de Piestinae, contribuindo para a resolugao

de questdes taxondbmicas pendentes e incertas.

OBJETIVOS

- Obter um banco de dados moleculares (fragmentos dos genes COl,
Wingless, 28S, ArgK e CAD) de importancia filogenética da linhagem
Oxyteline;

- Avaliar a monofilia da subfamilia Piestinae por meio da analise de dados
moleculares multigénicos utilizando Inferéncia Bayesiana e Maxima

Verossimilhancga.

MATERIAL E METODOS
Amostragem e sele¢do de taxons para analise filogenética

Para a definigdo do grupo externo, foram selecionados representantes da
familia Agyrtidae, duas espécies da subfamilia Silphinae, bem como representantes
de outras subfamilias de Staphylinidae, pertencentes as linhagens Tachyporine e
Staphylinine, conforme propostas por Lawrence e Newton (1982): Paederinae,
Aleocharinae, Tachyporinae, Steninae, Oxyporinae e Staphylininae (Tabela 2). A
escolha desses grupos baseou-se em hipoteses de relacionamento previamente
estabelecidas na literatura, em estudos como os de Grebennikov e Newton (2012);
Zhang et al., 2018 e Orlov et al., 2021.

A linhagem informal Omaliine nao foi incluida neste estudo devido a escassez
de sequéncias moleculares disponiveis no GenBank, a falta de material biolégico
disponivel para a extragcao de DNA e posterior amplificagdo dos genes necessarios.
No entanto, dado que o objetivo principal do nosso trabalho é verificar a monofilia da
subfamilia Piestinae, a auséncia de representantes de Omaliine nao interfere de

maneira significativa nas nossas analises.
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Para testar a monofilia de Piestinae, foram incluidos representantes das
demais subfamilias de estafilinideos pertencentes a linhagem informal Oxyteline,
segundo Grebennikov e Newton (2012), como Scaphidiinae (somando seis espécies
e quatro géneros), Oxytelinae (somando sete espécies e quatro géneros) e
Osoriinae (somando dez espécies e nove géneros).

Para o grupo interno, foram selecionados representantes de quatro dos seis
géneros existentes de Piestinae. Os géneros Parasiagonium e Prognathoides nao
foram analisados devido falta de exemplares para extragcdo de DNA e sequéncias
disponiveis no GenBank (tabela 2).

Parte do material utilizado foi fornecido por instituicdes como CESP/UFPR -
Colegao Entomologica do Setor Palotina, Universidade Federal do Parana; DZUP -
Colegao Entomoldgica Pe. Jesus Santiago Moure, Curitiba, Parana; e FMNH —
Museu de Historia Natural de Chicago, Estados Unidos. Outra parte do material foi
obtida por meio de coletas nos municipios de Palotina - PR (Mata adjacente a
UFPR) e Céu Azul - PR (Parque Nacional do Iguagu) entre os anos de 2017 e 2023.

Os exemplares utilizados para as extragées de DNA estéao listados a seguir,
com informacdes referentes a identificacdo e dados de procedéncia da coleta:
Aleochara signaticollis, etiqueta: “BR - PR - Matinhos Bal. Mirassol 06-XI1-2018 A.
Isaac, col / Aleochara Coprochara / Aleochara (C.) signaticollis det. E. Caron, 2019”;
Aleochara lustrica, etiqueta: “Brasil, Parana, Palotina UFPR Mata anexa 29-X-2014
D. Moura, col. / Coletado em carne em decomposigcao/ Aleochara sp.”; Ctenopeuca
romani, etiqueta: “BRA-BA-Rio das Contas 21-XI-2010”; Paederus protensus,
etiqueta: “Gurupi - TO 01-V-2015 Nogueira K4/ Paederus protensus”; Paederus
protensus, etiqueta: “Brasil, Paraiba, Matureia Pico do Jabre, 1I-VII.2018 7°15'12"S,
37°23'9W 1100m Ferreira - Jr, A. 1 Macho montado / Paederus protensus Sharp,
1876 det. E. Caron, 2018”; Philonthus sp., etiqueta: “Brasil, Parana, Tibagi, Pq.
Estadual do Guartela 24°33'49.25"S - 50° 15'34.97"W, FIT 12-X11-2011 M. Caetano
&A. Tishechkin (leg.)”; Bledius fernandezi, etiqueta: “Brasil, PR, Pontal do Parana,
ATAMY 05-1V-2017 E. Caron, col / Bledius fernandezi det. E. Caron, 2017”; Bledius
hermani, etiqueta: “Brasil, PR, Pontal do Parana - Cormery 05-1V-2017 E. Caron, col.
/ Bledius hermani det E. Caron, 2017”; Bledius bonariensis, etiqueta: “Brasil, PR,
Pontal do Parana Centro de Estudos do Mar (CEM - UFPR) 05-1V-2017 E. Caron,
col. / Bledius bonariensis det. E. Caron, 2017”; Bledius bonariensis, etiqueta:
“‘BRASIL: Parana, Matinhos , vii.2017 E. Caron”; Osorius sp., etiqueta: “BR, PR, Céu
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Azul, Parque Nacional do Iguagu 25° 09' 15"S - 53° 50' 45"W ; 11-XI-2017 ; Caron,
Leivas, Bortoluzzi & Busanello col.”; Eleusis sp., etiqueta: “BR, PR, Céu Azul,
Parque Nacional do Iguagu 25° 09' 15"S - 53° 50' 45"W ; 11-XI-2017 ; Caron, Leivas,
Bortoluzzi & Busanello col.”; Leptochirus sp., etiqueta: “BR, PR, Céu Azul Pq.
Nacional do Iguagu XI-2017 E. Caron, col/ Leptochirus sp. Osoriinae”; Lispinus sp.,
etiqueta: “BR, PR, Céu Azul Parque Nacional do Iguagu 25°09'15"S - 53°50'45"W
11-XI-2017 Caron, Leivas, Bortoluzzi & Bussanelo col./ Lispinus ou Nacaeus?/
Lispinus sp. Erichson, 1839 det. E. Caron, 2018”; Thoracophorus sp., etiqueta: “BR,
PR, Céu Azul, Parque Nacional do Iguagu 25° 09' 15"S - 53° 50" 45"W ; 11-X1-2017 ;
Caron, Leivas, Bortoluzzi & Busanello col.”; Cyparium sp.1, etiqueta: “BR, PR, Céu
Azul Parque Nacional do Iguagu 25°09'15"S - 53°50'45"W 11-X1-2017 Caron, Leivas,
Bortoluzzi & Bussanelo col. / Scaphidiinae larval? / Scaphidiinae adultos”; Cyparium
sp.2, etiqueta: “BR, PR, Céu Azul Parque Nacional do Iguagu 25°09'15"S -
53°50'45"W 11-XI-2012 Caron, Leivas, Bortoluzi & Bussanelo, col. / Scaphidiinae”;
Piestus buquetii, etiqueta: “BR, PR, Céu Azul Parque Nacional do Iguagu
25°09'15"S - 53°50'45"W 11-XI-2017 Caron, Leivas, Bortoluzzi & Bussanelo col. /
Piestus buquetii Fauvel, 1864 Det. E. Caron, 2018”; Piestus minutus, etiqueta:
“Brasil, PR, Palotina, UFPR Mata anexa 30-111-2017 FIT - Borda C2 L. Margato & S.
Zanella, col.”; Piestus sulcatus, etiqueta: “Brasil: Acre, Rio Branco,
10°01'49.8S:67°41'00.5W, Pitfall com fezes, 15-VII-2016, W.P. Sutil & F.A. Oliveira
(leq) / Piestus sucatus det. E. Caron”; Hypotelus pusillus, etiqueta: “BR - Pr- Céu
Azul Pq. Nac. do Iguagu XI-2017 E. Caron, col / Hypotelus sp. Piestinae/ Hypotelus
pusillus”; Hypotellus sp., etiqueta: “BRASIL: Cornélio Procopio Pq Estadual Mata
Séo Francisco Cipola N.G, col. 2009”; Hypotelus chusqueaticus, etiqueta: “Ecuador,
Napo, Cosanga/2117m, 8.VII.2018\Jim McClarin, col./Collected from the
sub-stipule\space of Chusquea scandens bamboo/Hypotelus chusqueaticus
McClarin and Caron\desig. Caron, 2024”.

Um total de 54 sequéncias nucleotidicas, correspondentes a cinco genes
foram obtidas em laboratério, abrangendo 21 exemplares (36%). Adicionalmente,
101 sequéncias provenientes do GenBank, representando 37 taxons analisados

(63%), foram acessadas e utilizadas.
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Marcadores moleculares

Para a escolha dos genes de interesse foi realizado um levantamento
bibliografico dos principais trabalhos de filogenia molecular para Staphyliniformia
entre os anos de 2000 e 2020. Com base nos dados levantados, foi selecionado um
conjunto de cinco marcadores moleculares: rDNA mitocondrial subunidade | da
citocromo c oxidase (COl), 28S rDNA (28S), Wingless (Wg), arginina quinase (ArgK)
e carbamoil-fosfato sintase (CAD) (ver tabela 3 para desenho dos iniciadores).

Para detecgao de padrdes filogenéticos mais rasos foi selecionado o gene
citocromo c oxidase subunidades | (COI), o qual esta entre os genes mais utilizados
em trabalhos para sequéncias de DNA, e tém relatado sucesso na detecgao de
padroes filogenéticos (CATERINO et al. 2000). Assim como, o gene CAD, que
apresenta um desempenho mais confiavel para divergéncias mais rasas do que
mais profundas, e que segundo Wild e Maddison (2008) é o fragmento de gene de
melhor resultado, aparentemente devido seu forte desempenho entre divergéncias
recentes e dos altos valores de suporte entre os clados. Portanto, foram
selecionados para fornecerem resolugcdes em niveis taxondmicos mais baixos, como
espécie e género (MAUS et al., 2001).

Quanto as anadlises de divergéncias filogenéticas mais profundas,
selecionamos os genes 28S, Wg, e ArgK, os quais sdo considerados facies de
serem amplificados em Staphilinidae, e por isso também sao muito utilizados em
trabalhos filogenéticos (CHATZIMANOLIS et al., 2010), assim como, demonstram
bom desempenho filogenético em niveis taxondmico mais inclusivos tais quais tribo,
subfamilia e familia (WILD; MADDISON, 2008; MADDISON et al., 2009; MILLER et
al., 2009). Portanto, com este conjunto de genes, pretende-se obter resolucao
filogenética em um amplo gradiente de divergéncias, desde o nivel de familia ao

nivel de género.

Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais envolvendo a extracdo, amplificagdo e
sequenciamento do DNA foram realizados em parceria com o Instituto Carlos
Chagas - FIOCRUZ/PR, no Laboratério de Biologia Molecular e Sistémica de
Tripanossomatideos (LABTRYP).

O DNA genbmico total foi extraido segundo Caron et al., 2025, no qual
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consiste de método de extragdo desenvolvido diante da necessidade de obter DNA
de alta qualidade com baixo custo (método em processo de publicagéo). O protocolo
de extragcdo de DNA genémico em questéao, foi adaptado do manual do equipamento
Bullet Blender® (Storm 24, modelo BBY24M, Next Advance, Inc., NY , EUA) e
informagbes obtidas na literatura através de outras metodologias de extragdo de
DNA de insetos (DILLON et al.,, 1996; WANG; WANG, 2012; TIAN; YU, 2013;
ASGHAR et al., 2015).

O protocolo é baseado em lise mecanica com microesferas de ago inoxidavel
utilizando o equipamento Bullet Blender® e seguida de purificagdo pelo método de
lise alcalina modificada. Esta metodologia utiliza apenas 5 reagentes, comuns,
atdxicos e de facil acesso em laboratérios (proteinase K, dodecilsulfato de sédio -
SDS, cloridrato de guanidina, acetato de sédio e etanol), o processo de extragao
leva aproximadamente 4 horas no total, 3 horas de incubacéo e 1 hora com quatro
processos de centrifugagao para precipitacéo de proteinas e lavagem de DNA.

Uma das novidades do protocolo € a utilizagdo do equipamento Bullet
Blender® para a lise mecéanica das células. O processo ocorre com o auxilio de
esferas metalicas de ago inoxidavel (3,5-0,9mm) que, ao serem processadas no
equipamento, geram atrito para quebrar os tecidos do corpo em partes menores,
expondo-os para extracdo quimica. Apenas a cabeca e o térax foram utilizados na
extracdo para evitar a contaminagao do genoma pelos microrganismos presentes no
trato digestivo (OLIVEIRA et al. 2017).

As suspensdes de DNA obtidas foram quantificadas usando NanoDrop
(espectrofotdometro NanoDrop OneC Microvolume UV-Vis, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, EUA). Apds a quantificagéo, foi gerada uma aliquota para cada amostra
na concentragao final de 10 ng/uL para amplificagdo por PCR e armazenada a 4 °C.
A qualidade do DNA extraido foi avaliada através da amplificacdo por PCR de cinco
genes alvo, a saber: Wingless, COI, 28S, CAD e ArgK.

A reacao de amplificagao por PCR foi otimizada avaliando diferentes volumes
de reagao e concentracbes de componentes até atingir o melhor rendimento do
produto de PCR, resultando na seguinte receita de reagao: 7 uL de agua ultrapura, 2
ML de cloreto de sédio 500 nM, 7 uL de solugédo PCR (Master Mix - TECPAR), 1 uL
de primer forward (10 pMol/pL), 1 yL de primer reverse (10 pmol/uL) e 2 yL do DNA

extraido em concentracdo de 10 ng/uL.
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Uma quantificacdo espectrofotométrica foi adotada para medir a
concentragdo do DNA extraido (em ng/uL) e do produto de PCR utilizando o
equipamento NanoDrop One seguindo as instrugdes do fabricante. Os produtos de
amplificacdo por PCR foram confirmados em eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), com tampao TBE (0,5 X) em corrente de 60V por aproximadamente 120 min.
O DNA foi colocado em corante intercalante de brometo de etidio (10 mg/mL) por 10
minutos e visualizado em sistema de documentacao fotografica com luz UV (L-Pix
Ex, Locus. Sao Paulo, Brasil).

As purificagbes foram feitas utilizando kit comercial “Thermo Scientic®
Genedet Gel Extraction Kit”. O sequenciamento foi realizado pelo Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ - RJ), por meio do método sanger, e todas as sequéncias foram

geradas em ambas as diregdes e confirmadas com fitas sense e anti-sense.

Alinhamento e analises filogenéticas

Tanto o alinhamento como as analises filogenéticas seguem Caron et al.,
2025, no qual sao discriminadas a seguir. Assim, as sequéncias geradas foram
editadas, conferidas e compiladas usando o programa MEGA 11 (TAMURA et al.,
2021) utilizando para auxilio a visualizagdo do cromatograma. O consenso dos
alinhamentos das sequéncias forward e reverse foram obtidos mediante o padrao de
alinhamento do MUSCLE®, inserido dentro do programa MEGA 11. Os consensos
foram exportados no formato fasta e comparados via  Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para ratificacdo da identificagcdo e concordancia com
sequéncias publicadas de grupos taxondmicos proximos.

O alinhamento dos cinco genes foi feito por meio do MAFFT versao 7
(KATOH; STANDLEY, 2013), com configuracdo AUTO para os genes COI, Wingless,
CAD e Argk, e configuragdo anvangada E-INS-i para o 28S, recomendado para
sequéncias com multiplos dominios conservados e lacunas longas. Ao fim, as
sequéncias foram refinadas manualmente no MEGA 11, quando estritamente
necessario, mediante comparagdo com o cromatograma.

O esquema de particionamento de melhor ajuste e os modelos de
substituicdo apropriados para as posigdes de codons de cada gene foram
determinados no Software PhyloSuite (ZHANG et al., 2020) com o plug-in

modelfinder, usando o critério de informacao de Akaike (AIC).
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A analise de maxima verossimilhanca (ML) foi executada usando o plug-in
IQTREE no PhyloSuite. Para analise de suporte, utilizamos bootstrap ultrarapido
executando 1.000 réplicas. A analise de inferéncia bayesiana também foi realizada
no programa PhyloSuite, por meio do plug-in MrBayes, com configuragcado para
5.000.000 de geragdes. As arvores filogenéticas finais para ambos os testes foram
observada anteriormente no FigTree v1.4.4 e editadas no software Inkscape 1.0.1.

Para avaliar o suporte dos nds nas arvores filogenéticas, foram utilizadas
métricas especificas para cada método de inferéncia. Na analise de Maxima
Verossimilhangca (ML), o suporte dos clados foi aferido por meio de valores de
Bootstrap ultrarapido (BS), que representam a confianga em cada né com base na
frequéncia de sua recuperagao em réplicas de reamostragem dos dados (HOANG et
al., 2018). Na inferéncia bayesiana, o suporte dos clados foi quantificado pela
Probabilidade Posterior (PP), que expressa a probabilidade de cada clado ser
verdadeiro, considerando o modelo e os dados analisados (HUELSENBECK et al.
2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003).

Em nossas analises, os ndés com probabilidade posterior (PP) = 0,95 ou
valores de bootstrap sob maxima verossimilhanca (BS) > 80% foram considerados
fortemente suportados; aqueles com PP entre 0,90 e 0,94 ou BS entre 70% e 80%
foram classificados como moderadamente suportados; e nés com PP entre 0,85 e
0,89 ou BS entre 50% e 69% foram considerados fracamente suportados. Nés com
PP < 0,85 ou BS < 50% foram interpretados como sem suporte, conforme os
critérios de Zyta e Solodovnikov (2020).

RESULTADO E DISCUSSAO

O conjunto de dados moleculares concatenados compreendeu um total de
5.735 pares de bases alinhados, distribuidos entre os seguintes genes: COIl (859
pb), Wg (500 pb), 28S (1.756 pb), CAD (1.885 pb) e Argk (738 pb). A auséncia de
dados foi mais significativa nos genes Argk (66% de auséncia) e CAD (57% de
auséncia), devido a indisponibilidade de sequéncias para muitas das espécies-alvo
no GenBank, bem como a dificuldades de amplificacdo, mesmo apds diversas
modificacdes nos protocolos.

O esquema de particao e respectivos modelos evolutivos indicados com base
no critério de melhor ajuste foram: 28S (1-1756pb — GTR+F+I+G4), Argk (1757-2494
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— GTR+F+I+G4); CAD (2495-4379 — GTR+F+G4); COIl (4380-5238 — GTR+F+G4)
e WG (5239-5735 — GTR+F+I+G4). Para os dados concatenados, o modelo
GTR+I+G4 foi 0 mais adequado em ambas as analises, assegurando um bom ajuste
ao conjunto de dados.

Entre nossos resultados, encontramos Piestinae como uma subfamilia
parafilética em ambas as andlises (maxima verossimilhanga e inferéncia bayesiana,
figuras 6 e 7, respectivamente). Apesar dos géneros Piestus e Hypotelus formarem
um clado bem suportado (BS: 100; PP: 100), temos os géneros Eupiestus e
Siagonium sendo recuperados como mais proximamente relacionados aos
Oxytelinae.

Na analise de inferéncia bayesiana realizada, observamos a presenca de
politomias (figura 7), ou seja, multiplas ramificagdes em um unico n6 da arvore
filogenética, nas relagdes internas do género Piestus. A ocorréncia de politomia
sugere que a resolucdo de relagdes evolutivas entre os grupos analisados nao €
clara, refletindo uma incerteza na estrutura filogenética proposta. Isso pode resultar
de dados limitados, processos evolutivos complexos ou divergéncias rapidas entre
as linhagens (SAYYARI; MIRARAB, 2018).

A linhagem Oxyteline foi recuperada como monofilética nas analises de
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhangca, composta por dois clados
principais. O clado A inclui as subfamilias Oxytelinae, “Piestinae” e Osoriinae, com
'Piestinae’ sendo recuperada como parafilética. Em ambas as analises, Osoriinae foi
recuperada como grupo irmao de Oxytelinae + “Piestinae”.

Tanto na analise de maxima verossimilhanga quanto na inferéncia bayesiana,
0s géneros neotropicais de Piestinae (Hypotelus e Piestus) formaram um clado,
posicionado como grupo irmao de Oxytelinae + os géneros palearticos de Piestinae
(Eupiestus e Siagonium). Osoriinae se mostra uma subfamilia monofilética com
suporte maximo em ambas as analises e, mesmo com um suporte baixo, é
posicionada como grupo irmao de Oxytelinae + "Piestinae" (figuras 6 e 7).

O clado B é composto pela subfamilia Scaphidiinae, que foi recuperada como
monofilética, apresentando um suporte superior na analise de inferéncia bayesiana
(BS = 76; PP = 97) e grupo irm&o do clado A (figuras 6 e 7).
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Figura 6. Filograma de Maxima Verossimilhanga das sequéncias combinadas de
28S, CAD, Argk, COl e WG da linhagem Oxyteline. Valores de Bootstrap
ultra-rapido sao fornecidos acima dos ramos. Linhagens recuperadas na topologia

apresentada estao destacadas em cores.

As demais linhagens incluidas neste estudo, como Staphylinine e
Tachyporine, ndao foram bem resolvidas, em ambas as analises. No entanto,
encontramos as subfamilias como grupos monofiléticos bem suportados, com
excegao de “Tachyporinae”, que se mostrou parafilética em relagao a Aleocharinae.

A subfamilia Staphylininae foi recuperada como grupo irmao de Paederinae

(BS = 75; PP = 98). Além disso, Steninae também se apresentou como um grupo

ANITILAXO WIADVHNIT
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monofilético com valor de suporte maximo, situado na base do clado: Steninae +

(Oxyporinae + (“Tachyporinae” + Aleocharinae).
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Figura 7. Filograma de maioria da analise de inferéncia bayesiana das sequéncias
combinadas de 28S, CAD, Argk, COl e WG da linhagem Oxyteline pds-burnin de
25%. Valores de probabilidade posterior sao fornecidos acima dos ramos. Linhagens

recuperadas na topologia apresentada estdo destacadas em cores.

As analises filogenéticas realizadas, com base nos métodos de maxima
verossimilhangca e inferéncia bayesiana, confirmaram a monofilia da subfamilia

Silphinae, que se mantém como um clado independente e bem suportado (BS = 99;

ANITILAXO IWIDVYHNIT
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PP = 100), permanecendo como grupo irmdo de todas as demais subfamilias de

Staphylinidae testadas neste trabalho.
Piestinae é monofilético?

Nossas analises indicaram que Piestinae ndo € um grupo monofilético, em
concordancia com reconstrugdes filogenéticas anteriores (GREBENNIKOV;
NEWTON, 2012; MCKENNA et al., 2015 a, b). No entanto, diferentemente desses
estudos, nossos resultados apontam para a parafilia de Piestinae, no qual resultou
em dois clados de distintas regides biogeograficas, um formado pelos géneros
neotropiciais (Hypotelus e Piestus, através de ML e IB) e outro composto pelos
generos palearticos (Siagonium e Eupiestus, através de ML e IB).

Nas analises filogenéticas baseadas em dados morfolégicos apresentadas
por Grebennikov e Newton (2012), Piestinae foi recuperado como polifilético, com
Eupiestus e Siagonium apresentando origens independentes. No entanto, ambos
foram posicionados na base do clado que agrupa Oxytelinae, Osoriinae e os demais
Piestinae. Referente ao restante dos Piestinae, os autores encontraram ainda o
clado (Piestus + Prognathoides) como grupo-irmao de (Hypotelus + Osoriinae).

Comparando os resultados deste estudo com os de Grebennikov e Newton
(2012), destacam-se diferencas importantes nas relacbdes filogenéticas entre
determinados géneros. Enquanto em Grebennikov e Newton (2012) Eupiestus e
Siagonium foram indicados como tendo origens independentes, nossos resultados
os recuperam como compartilhando uma mesma origem (BS = 97; PP = 99). Da
mesma forma, Piestus e Hypotelus, que também foram tratados como tendo origens
independentes no estudo de 2012, aparecem em nosso trabalho como pertencentes
a uma linhagem em comum em ambas as analises, com valor de suporte maximo
(BS =100; PP = 100).

No trabalho de McKenna et al. (2015a) foram realizadas analises de
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanga, utilizando dados moleculares de
dois genes nucleares (28S e CAD). Os autores demonstraram que Piestinae é
polifilético e parafilético, respectivamente, em relagcdo as subfamilias Oxytelinae e
Osoriinae combinadas. Nesse estudo, das 35 subfamilias de Staphylinidae
analisadas, 31 foram incluidas no estudo, e a monofilia foi recuperada para somente
12 delas.
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Os autores encontraram o género Siagonium posicionado na base do clado
formado por (Eupiestus + Osoriinae, parte 1) + (Piestus + Oxytelinae) em analise por
inferéncia bayesiana, tendo a subfamilia Piestinae polifilética. No entanto, assim
como em nossas analises, os autores recuperaram Piestinae como um clado
parafilético na analise de maxima verossimilhanga, com Eupiestus + Siagonium
posicionados na base do clado (Piestus + Oxytelinae). E importante destacar que,
em nossas analises, utilizamos as sequéncias do gene 28S de Siagonium sp.,
Eupiestus sp. e Piestus extimus, previamente amplificadas e sequenciadas no
estudo de McKenna et al., (2015a).

Silva (2020), realizou um estudo para reavaliar a monofilia da subfamilia
Piestinae sob diferentes fontes de dados. As analises foram baseadas em 164
caracteres morfolégicos de adultos, 74 caracteres morfolégicos de larvas e dados
de sequéncia de DNA de trés regides génicas (28S: 1636pb, CO1: 844pb e Wg:
451pb). Os dados foram analisados de forma independente, e na analise baseada
exclusivamente em dados moleculares, as relagbes filogenéticas das subfamilias
nao foram bem resolvidas e a monofilia de Piestinae também nao foi suportada,
permanecendo uma subfamilia polifilética.

Em contraste com o conjunto de dados moleculares deste mesmo trabalho
(SILVA, 2020), Piestinae apareceu como monofilético em analises utilizando dados
morfolégicos tanto de adultos como larvas, e em grande parte dos testes, a
subfamilia Osoriinae foi identificada como o grupo-irmao de Piestinae, apesar dos
valores de suporte baixos (BS = 13; PP= 68), diferente do que foi observado em
nossos resultados, tendo “Piestinae” mais proximamente relacionado a subfamilia
Oxytelinae.

Em andlise de maxima parciménia utilizando dados morfolégicos de adultos,
Silva (2020) apresentou Piestinae contendo o género Prognathoides na base de
dois clados, sendo: clado A composto por Piestus + (Hypotelus + Eupiestus) como
grupo irmado do clado B composto por: Siagonium (incluindo as espécies
anteriormente em Piestoneus). Esses resultados contrastam com os nossos, que
sugerem uma maior proximidade entre Eupiestus e Siagonium, embora corroborem
a associagao estreita entre os géneros Piestus e Hypotelus.

Dessa forma, os trés unicos estudos com filogenia molecular incluindo mais
de um taxon de Piestinae (MCKENNA et al. 2015; SILVA, 2020 e o presente estudo)

corroboram a nao monofilia de Piestinae. Porém, vale salientar que em ambos os
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estudos os suportes dos clados gerados sdo muito baixos quando a posi¢cao de
Siagonium junto a (Eupiestus + Osoriinae, parte 1) + (Piestus + Oxytelinae) (BS = 54
em McKenna et al., 2015), assim como Eupiestus junto a Osoriinae, parte 1 (BS =
78 em McKenna et al., 2015) e por fim, (Eupiestus + Siagonium) junto a Oxytelinae,
no presente estudo, com valor de suporte moderado para MV e baixo para IB (BS=
87; PP = 64).

Portanto, esses resultados demonstram a necessidade de continuacdo das
investigacdes para delimitar com maior precisao a posigao desses taxons, assim
como a nao monofilia de Piestinae. Isso podera ser realizado pela inclusao de novos

genes, novo taxons terminais e a utilizacdo de dados morfolégicos.

Grupo Oxyteline monofilético

Encontramos a linhagem Oxyteline como monofilética em nossas analises,
tanto de maxima verossimilhanga (MV) quanto de inferéncia bayesiana (IB), embora
com valores de suporte fracos (BS = 56; PP = 80). A monofilia do grupo Oxyteline,
proposta por Lawrence e Newton (1982), € sugerida pelos habitos saprofagos ou
micéfagos de adultos e larvas, a presenga de um intestino posterior longo e em
forma de alga, que € comum em ambos os estagios, contrastando com o intestino
reto mais curto observado em grupos predominantemente predadores. Além disso,
as mandibulas larvais apresentam um apice bifido ou mais complexo, corroborando
essa classificacao.

Nossos resultados se assemelham muito com o que foi proposto por
Grebennikov e Newton (2012), onde a linhagem Oxyteline € composta por dois
clados A e B, onde o clado A é formado por Piestinae + Oxyteline + Osoriinae e o
clado B formado pela familia Scaphidiinae. O mesmo resultado é possivel observar
em nossas analises, com diferengas quanto as relagdes internas dos géneros e
posicdes das subfamilias.

Em contraste com os achados de Grebennikov e Newton (2012), nossas
analises demonstram a subfamilia Oxytelinae em uma posi¢do mais interna dentro
do clado A, enquanto Osoriinae aparece como grupo irméo de Oxytelinae +
“Piestinae”. No entanto, assim como os autores, também observamos que a
subfamilia Scaphidiinae é uma linhagem que teria divergido primeiro, constituindo o

grupo irmao das demais subfamilias de Oxyteline. Tanto nos resultados de
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Grebennikov e Newton (2012) quanto em nossas analises, encontramos a monofilia
de trés das quatro subfamilias pertencentes ao grupo, apresentando valores de
suporte altos, exceto para Scaphidiinae na analise de maxima verossimilhanca,
sendo: Osoriinae (BS e PP = 100); Oxytelinae (BS = 87 e PP = 100) e Scaphidiinae
(BS =76; PP = 97).

No estudo de McKenna et al. (2015a), o grupo Oxyteline formou um clado
com adigbes de Megalopinus Eichelbaum (Megalopsidiinae), Phloeocharis
Mannerheim (Phloeocharinae), Trichophya Mannerheim (Trichophyinae) e
Habrocerinae, com suporte diversos (PP = 96; BS = 50). O trabalho também
reintegrou as subfamilias Apateticinae e Trigonurinae a linhagem, que anteriormente
haviam sido removidas por Grebennikov e Newton (2012). O grupo Oxyteline, em
um sentido mais restrito, foi recuperado como monofilético, conforme proposto por
Hansen (1997), incluindo apenas Osoriinae, Oxytelinae e Piestinae, com valores de
suporte de PP =98 e BS = 50, excluindo o clado designado como Osoriinae-2.

Adicionalmente, McKenna et al. (2015a) recuperaram Osoriinae como uma
subfamilia ndo moncofilética, resultado que contrasta com os obtidos no presente
estudo. Por outro lado, seus achados indicaram a monofilia de Oxytelinae e
Scaphidiinae, o que foi igualmente corroborado neste trabalho.

No estudo de Silva (2020), a linhagem Oxyteline apresentou suas relacdes
filogenéticas internas nao bem resolvidas em analise com dados moleculares, assim
como, ao utilizar dados morfologicos exclusivamente de larvas. Nesse caso, apenas
Scaphidiinae e Piestinae foram recuperadas como clados monofiléticos. Contudo,
nas analises baseadas em dados morfolégicos de adultos, todas as subfamilias

foram recuperadas como monofiléticas.

Silphidae ou Silphinae?

As analises filogenéticas realizadas, utilizando tanto métodos de maxima
verossimilhanga quanto inferéncia bayesiana, revelam que a subfamilia Silphinae
permanece como um clado monofilético e bem suportado, com valores significativos
de suporte (BS = 99; PP = 100) (figuras 6 e 7).

Lawrence e Newton (1982) classificaram Silphinae como uma familia
integrante do Grupo Staphylinide, que abrange a familia Staphylinidae, sugerindo,

assim, uma relagao estreita entre esses grupos. Pesquisas subsequentes indicam
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que Silphinae pode ser ndo apenas uma linhagem derivada no clado Staphylinidae,
conforme sugerido por Lawrence e Newton (1982) e Newton e Thayer (1995), mas
também pode ser vista como um grupo irmdo, de acordo com Grebennikov e
Newton (2009, 2012), assim como visto em nossas analises.

Embora exista consenso sobre a monofilia de Silphinae (SIKES, 2016) e sua
inclusdo na superfamilia Staphylinoidea, a relagao entre Silphinae e Staphylinidae
ainda é debatida. Hatch (1927) foi o primeiro a classificar formalmente os grandes
besouros carniceiros como uma subfamilia de Staphylinidae, mas sua proposta nao
foi aceita pela comunidade cientifica na época. Quase um século depois, Cai et al.
(2022) revisitaram essa questao, reanalisando dados de Zhang et al. (2018) e outros
estudos que apresentaram resultados semelhantes, e reafirmaram a classificagao
de Silphinae como uma subfamilia de Staphylinidae.

Em trabalho mais recente, apds revisarem 21 publicagdes relevantes sobre a
origem evolutiva e a classificagdo taxonémica de Silphinae, Sikes et al. (2024)
concluem que é justificado considerar Silphinae como uma subfamilia de
Staphylinidae, com forte suporte para sua monofilia, encontrando-se como possivel
grupo irmao de Tachyporinae. As analises revisadas identificaram uma variedade de
possiveis taxons irmaos para Silphinae, mas Tachyporinae foi considerado o grupo
irmao mais frequente, aparecendo em 7 das 19 anadlises que incluiram essa
subfamilia, conforme observado por McKenna et al. (2015). Essa dualidade na
interpretacdo da relagao filogenética entre Silphinae e Staphylinidae ressalta a
complexidade da evolugao dentro desse grupo de coleodpteros.

A posicao de Silphinae, situada na base da familia Staphylinidae, em nossas
analises, levanta questdes cruciais sobre sua classificacdo taxonémica. Apesar do
alto valor de suporte, ndao é possivel concluir se Silphinae deve ser considerada uma
familia independente ou se representa uma subfamilia dentro do clado
Staphylinidae. Dado que trabalhos recentes tém classificado Silphinae como uma

subfamilia, adotaremos essa posi¢ao em nosso estudo.



CAPITULO 2

Estimativas de Tempo de Divergéncia em Piestinae (Coleoptera,

Staphylinidae): Implicagoes Evolutivas
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INTRODUCAO

A sistematica filogenética dos besouros tem passado por mudancgas
significativas, com uma crescente integragao de fésseis diretamente nas analises de
dados. Essa abordagem tem ganhado destaque na entomologia sistematica, uma
vez que a importancia dos fosseis para a compreensao das relagdes evolutivas
entre taxons é amplamente reconhecida (PATTERSON, 1981; DONOGHUE et al.,
1989; SMITH, 2009; WIENS; MORRILL, 2011; PYRON, 2015). Fosseis de besouros
e inclusdes em ambar estdo bem preservados em cole¢des ao redor do mundo,
aguardando estudo e descrigdo (PONOMARENKO, 1995; ROHDENDOREF, 1961).
Devido a esclerotizacido robusta de seus corpos e a dureza das élitros, os besouros
sdo bem representados no registro féssil, com 69% das 214 familias de coledpteros
reconhecidas e 63% das 179 familias atuais preservadas como fésseis (SMITH;
MARCOT, 2015).

A paleontologia de besouros tem avangado significativamente, permitindo
novas analises sobre a historia evolutiva do grupo. Durante o Permiano Médio
(272,3 a 259,8 Ma), transformagdes como a formagéo da epipleura dos élitros e o
ajuste mais apertado entre os élitros e o abdémen resultaram em um espago
subélitral fechado de forma mais eficiente. No Triassico (252 — 201 Ma), subordens
como Adephaga e Myxophaga passaram por uma onda inicial de diversificagao,
enquanto os Polyphaga eram raros. A diversificagdo dos Polyphaga ocorreu de
forma mais marcante no Jurassico (201,3—145 Ma), com fosseis representativos das
superfamilias Elateriformia, Staphyliniformia e Cucujiformia (BEUTEL et al., 2024).

A radiacao das angiospermas teve um impacto crucial na macroevolugao dos
besouros, especialmente na diversificagao das linhagens fitéfagas. A ascensao das
plantas com flores durante o Cretaceo, associada a diversificagdo das plantas
angiospermas, foi um fator importante para a proliferagdo de besouros,
principalmente herbivoros (FARRELL, 1998; FARRELL; SEQUEIRA, 2004; WILF,
2008; GOMEZ-ZURITA et al., 2007; GRATSHEV; ZHERIKHIN, 2003; GRIMALDI;
ENGEL, 2005). Além disso, inovagdes evolutivas, como parcerias com simbiontes e
a aquisi¢ao de novos genes por transferéncias horizontais, desempenharam papéis
decisivos na diversificagao dos besouros fitéfagos (BEUTEL et al., 2024).

A historia evolutiva dos besouros tem sido o tema de varios estudos

cientificos importantes, como os de Crowson (1975), Ponomarenko (1983, 1986,
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1995, 2003), Hunt et al. (2007), McKenna (2011), Smith e Marcot (2015), Cai et al.
(2022) e Beutel et al. (2024). A filogenia dos besouros atuais estabilizou-se nos
ultimos anos (CHE et al., 2017; MCKENNA et al., 2019; TOUSSAINT et al., 2017;
ZHANG et al., 2018; CAl et al., 2022), e inumeras espécies extintas de besouros
foram descobertas e descritas, incluindo impressdées do Permiano e Mesozoico
(KIREJTSHUK et al., 2010, 2014; PONOMARENKO, 2018, 2021; PONOMARENKO;
PROKIN, 2015; YAN; BEUTEL; PONOMARENKO, 2017a, 2017b).

Do ponto de vista evolutivo, a familia Staphylinidae é considerada uma das
linhagens mais antigas da subordem Polyphaga, como indicado por analises de
relogio molecular (ZHANG; ZHOU, 2013; BEUTEL et al., 2024). Estudos sugerem
que essa linhagem data aproximadamente da época do Triassico Inferior (~249 Ma)
e a maioria das linhagens da familia comecou a irradiar do Jurassico Tardio (~145,9
Ma) ao Eopaleogeno (66-56 Ma) (ZHANG; ZHOU, 2013; BEUTEL et al., 2024).

Dada a imensa diversidade de Staphylinidae, estudos filogenéticos sao
essenciais para compreender sua evolucdo e padroes de especiagao, além de
fornecerem informagdes relevantes para a conservagao da biodiversidade (ZHOU,
2000; THAYER, 2005). Entre os principais objetivos da biologia evolutiva, a datagao
de eventos de diversificagdo desempenha um papel fundamental na reconstrugao
da histéria evolutiva dos grupos taxondmicos (GAUNT; MILES, 2002). Utilizando o
método do relégio molecular e registros fosseis disponiveis, € possivel inferir
tempos de divergéncia entre linhagens e estimar a cronologia de eventos de
ramificacdo em arvores filogenéticas (ZHANG; ZHOU, 2013).

Diversos avancos ja foram feitos na estimativa da escala temporal da
evolucdo de besouros utilizando a abordagem do relégio molecular (FARRELL,
1998; PRUSER; MOSSAKOWSKI, 1998; GOMEZ-ZURITA et al., 2000, 2007; HUNT
et al., 2007; RUIZ et al., 2009). No entanto, at¢é o momento, nenhuma estimativa de
tempo de divergéncia foi realizada especificamente para a subfamilia Piestinae e
subfamilias da linhagem Oxyteline. Assim, neste capitulo, conduzimos uma inédita
analise filogenética calibrada no tempo para Piestinae e demais subfamilias do

grupo informal Oxyteline.

OBJETIVO
- Estimar os tempos de divergéncia das linhagens de Piestinae e demais

subfamilias de Oxyteline.
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MATERIAL E METODOS
Anadlise para inferir o tempo de divergéncia dos clados

A selegcdo de taxons para analise de tempo de divergéncia seguiu a mesma
amostragem descrita no capitulo 1 (tabela 2). A matriz foi composta por cinco
genes: COIl, Wg, 28S, CAD e Argk, somando um total de 5.735 pares de bases
alinhados. Os procedimentos de extragao, amplificacdo, sequenciamento, edicao de
sequéncias e alinhamento estdo devidamente descritos no capitulo 1.

Para as estimativas de tempo, a idade da raiz foi inicialmente calibrada com
base em estudos anteriores sobre a separacéo entre Staphylinidae e Agyrtidae (com
Leiodidae nao incluido na amostragem), conforme Beutel et al. (2024), que
estimaram esse evento em aproximadamente 210,0 Ma. Um segundo ponto de
calibragem foi definido para a origem de Agyrtidae, também com base nas
estimativas de Beutel et al., datada em cerca de 150 Ma.

Para a calibracdo da arvore (tabela 4), utilizamos trés fésseis,
correspondendo ao grupo externo: o fossil TStenus (Nestus) imputribilis Ryvkin 1988
(Staphylinidae: Steninae), do Cretaceo Tardio, Tenkinskii, Russia; o féssil
tSinoxytelus euglypheus Yue et al. 2010 (Staphylinidae: Oxytelinae) e o fossil
1Oxyporus yixianus Yue et al., 2011 (Staphylinidae: Oxyporinae), ambos do
Eocretaceo , Formacéao Yixian, na China.

Os fésseis utilizados para calibracdo foram selecionados com base no
trabalho de Zhang e Zhou (2013), que ja forneceu informagdes confiaveis sobre os
pontos de divergéncia dentro da familia Staphylinidae. A escolha desses fosseis se
deu pela sua boa preservacao e pela datacado precisa, permitindo uma calibracéo
mais robusta da arvore filogenética. Embora a datagao de fésseis sempre envolva
alguma margem de erro, esses fésseis foram os mais adequados para garantir a
precisdo nas estimativas dos tempos de divergéncia. Para o grupo interno,
utilizamos o fdssil tPropiestus archaicus Yamamoto et al. 2018 (Staphylinidae:

Piestinae), encontrado em ambar birmanés em Mianmar, Sudeste da Asia (tabela 4).



52

Tabela 4. Pontos de calibragao féssil e parametros dos priors implementados no
BEAST?2 para as corridas de MCMC.

Identificagao Localizagao Idade Implementacédo | Valores de distribuigao Referéncia
BEAST (em milhées de
Raiz: divergéncia - 210.0 Ma | offset = 200 minimum bound = 203.0 Zhang e Zhou
Staphylinidae e Agyrtidae stdev = 0.7 medium value = 210.0 (2013), Beutel et
(sensu Beutel et al. 2024) mean = 1.0 95% quartile = 232.0 al. 2024
Clado: Agyrtidae - 150 Ma offset = 145.0 minimum bound = 149.0 Beutel et al. 2024
stdev = 0.6 medium value = 157.0
mean = 2.3 95% quartile = 172.0
Oxyporus yixianus Formacao 127.5 Ma | offset = 117,7 minimum bound = 120.0 Yue et al., 2011
(Localidade tipo: 111714) Yixian da (130.0 — | stdev =10.65 medium value = 125.0
China 125.4) mean = 2.0 95% quartile = 139.0
Stenus (Nestus) imputribilis | Tenkinskii, 80.0 Ma | offset=70.2 minimum bound = 72.2 Ryvkin (1988)
(Localidade tipo: 105375) Federagéo (83.5 - stdev =0.6 medium value = 75.7
Russa 70.6) mean = 1.7 95% quartile = 84.9
Sinoxytelus euglypheus Formacéo 127.5 Ma | offset = 117,7 minimum bound = 120.0 Yue et al. (2010)
(Localidade tipo: 111714) Yixian da (130.0 - stdev = 0.65 medium value = 125.0
China 125.4) mean = 2.0 95% quartile = 139.0
Propiestus archaicus Mianmar, 99.6 Ma offset = 89.0 minimum bound = 91.8 Yamamoto et al.
(Localidade tipo: 184691) Sudeste da (99.6 — stdev = 0.6 medium value = 96.4 (2018)
Asia 93.5) mean = 2.0 95% quartile = 109.0

Os tempos de divergéncia foram estimados utilizando o software BEAST2

v2.7 (BOUCKAERT et al., 2014), executado na plataforma CIPRES. Para todas as
particoes, foram adotados os mesmos modelos de reldgio molecular e de arvore.
Especificamente, foi empregado um modelo de substituicdo GTR com distribuicao
Gamma para heterogeneidade entre sitios, em conjunto com um modelo de Relégio
Relaxado com taxas otimizadas (Relaxed Clock, log-normal), e modelo de
especiagao de Yule para a reconstrugdo da arvore cronogramada. Todos os
parametros utilizados para a implementacéo dos priors sdo apresentados na tabela
4.

Foi conduzida uma corrida de Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) por
100 milhées de geragdes, amostrando a cada 5.000 geragbes e descartando as
primeiras 25% arvores com o burn-in. A convergéncia das corridas foi verificada
utilizando o Tracer v. 1.7.1 através dos escores do tamanho da amostra efetivo (ESS

> 600). A arvore final foi criada utilizando o programa TreeAnnotator 1.7.0 sob a
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opg¢ao “Maximum clade credibility tree”. A arvore foi entdo editada no FigTree v.
1.4.4, onde adicionamos as barras que representam 95% da maior densidade
posterior (HDP). Para uma melhor visualizagdo e discussdo apresentamos uma

arvore editada no software Inkscape 1.0.1.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As topologias de arvore geradas para o calculo do tempo de divergéncia no
BEAST2 via CIPRES foram congruentes com as andlises de Maxima
Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana, apresentadas no capitulo 1, inclusive pela
incerteza quanto a posi¢cao de Siagonium e Eupiestus, que foram recuperadas em
diferentes posi¢cées, mais proximamente relacionadosa linhagem da subfamilia
Oxytelinae.

A analise bayesiana com relogio molecular relaxado, baseada nos dados
concatenados dos cinco genes (28S, CAD, ArgK, COl e WG) (figura 8), indica que a
origem de Staphylinidae ocorreu no inicio do Tridssico Tardio, por volta de 219,58
Ma, com intervalo de credibilidade (HPD 95%) entre 191,0 e 252,8 Ma. Essa
estimativa é compativel com evidéncias filogenéticas que sustentam uma linhagem
antiga e bem estabelecida da familia. Nossos resultados contrastam com os de
Zhang e Zhou (2013), que propuseram uma separagao mais precoce, no Triassico
Inicial (~243,35 Ma), mas se aproximam mais dos dados de Beutel et al. (2024), que
situam a origem de Staphylinidae e “Silphidae” em torno de 200 Ma.

Em relacdo as demais subfamilias externas a linhagem Oxyteline, nossa
topologia apresentou posicionamentos concordantes com as analises do capitulo
anterior. Steninae teve sua origem estimada em 78,07 Ma (HPD de 95%: 71,0-87,7
Ma), enquanto Oxyporinae surgiu ha aproximadamente 123,40 Ma (HPD de 95%:
118,9-129,7 Ma). O clado Aleocharinae + “Tachyporinae” comegou a se diferenciar
por volta de 128,44 Ma. Paederinae teve sua separagao temporal estimada em
145,6 Ma (HPD de 95%: 116,1-175,2 Ma), ao passo que Staphylininae surgiu
posteriormente, em torno de 122,83 Ma (HPD de 95%: 81,4-158,9 Ma).

A linhagem Oxyteline apresenta uma origem estimada em 173,30 Ma, com
intervalo HPD de 95% entre 150,9 e 195,7 Ma. Esse valor é relativamente recente
em comparagao com a diversificagao inicial de Staphylinidae, mas ainda indica uma
diferenciagao significativa. A ramificagao inicial do clado A (Piestinae + Osoriinae +

Oxytelinae) ocorreu por volta de 167,27 Ma, enquanto o clado B, composto
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exclusivamente por Scaphidiinae, comegou a se diversificar um pouco mais tarde,
em 14,07 Ma (HPD 95%: 107,6-178,7 Ma). De acordo com nossa topologia, a
subfamilia Scaphidiinae iniciou sua separacdo no Jurassico Tardio, com posterior

diversificagdo dos grupos internos no Cretaceo Inicial.
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Figura 8. Consenso Bayesiano dos dados combinados dos marcadores 28S, COl,

Wingless, Argk e CAD, e seis pontos de calibragao, de Staphylinidae + Agyrtidae

(Coleoptera). Valores correspondem ao tempo médio dos nds, barras indicam o

intervalo de 95% das maiores densidades posteriores dos tempos de divergéncias

estimados para os nés de interesse. 1 e 2 (tridangulos) correspondem a pontos de

calibragcao secundaria: 1 = raiz; 2 = Agyrtidae. 1-4 (estrelas) correspondem a pontos
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de calibragdo baseados em fosseis: 1 = Oxyporus yixianus; 2 = Stenus (Nestus)

imputribilis; 3 = Sinoxytelus euglypheus e 4 = Propiestus archaicus.

Tabela 5. Tempos de divergéncia e valores de suporte dos clados mais importantes.
Idades em milhdes de anos (Ma). Valores de suporte representando bootstrap
ultra-rapido obtido pela Maxima Verossimilhanca e a Probabilidade Posterior (PP —

%) da Inferéncia Bayesiana.

Clado Idade HPD 95% Bootstrap PP
Agyrtidae 155.2 146,6 - 167,2 100 100
Staphylinidae 218.6 191,0 - 252,8 100 100
Silphinae 176.6 - 99 100
Linhagem Oxyteline 172.7 150,9 - 195,7 71 81

Scaphidiinae 145.9 107,6 - 178,7 81 98
Osoriinae 137.5 113,3-162,4 100 100
Oxytelinae 124.7 118,8 - 132,8 96 96
“Piestinae” (Hypotelus + Piestus) 97.7 90,5 - 108,1 90 98
“Piestinae” (Siagonium + Eupiestus) 91.2 - 91 -

Steninae 77.9 71,0-87,7 100 100
Oxyporinae 123.4 118,9 - 129,7 100 100
Aleocharinae 80.8 - 99 98
Aleocharinae + “Tachyporinae” 128.1 - 100 99
Paederinae 145.2 116,1 - 175,2 85 99
Staphylininae 122.1 81,4 -158,9 98 100
Paederinae + Staphylininae 159.9 68 97

Osoriinae, assim como nas demais analises de Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana apresentadas no capitulo 1, foi recuperada como uma
subfamilia monofilética, formando um clado irmao de Oxytelinae. Dessa forma, a
subfamilia teve sua origem entre o fim do Jurassico e a primeira metade do
Cretaceo (~138,28 Ma, HPD de 95%: 113,3-162,4 Ma). No estudo de Zhang e Zhou
(2013), na analise de tempo evolutivo, os representantes de Osoriinae indicam um
evento similar por volta de ~152 Ma.

A subfamilia Oxytelinae apresenta uma origem estimada em ~124,70 Ma,

datacdo muito proxima a idade do féssil utilizado na calibracdo desta analise
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(Sinoxytelus euglypheus - 127,5 Ma). No trabalho de Zhang e Zhou (2013), apesar
de utilizarem o mesmo féssil, os autores estimam que a subfamilia iniciou sua
irradiacédo um pouco mais tarde, por volta de 100 Ma.

Os géneros palearticos de Piestinae (Siagonium e Eupiestus) foram
agrupados com representantes da linhagem Oxyteline em nossa analise de tempo
de divergéncia, sugerindo uma separacao evolutiva ocorrida ha aproximadamente
141,02 milhdes de anos, durante o Cretaceo Inicial. No entanto, essa formagao de
clado pode representar um artefato resultante da auséncia de dados genéticos para
alguns taxons incluidos na analise.

Contudo, nossas analises estimaram o clado Siagonium + Eupiestus com
uma datacédo aproximada de 83,81 Ma, o que contrasta com os resultados de Zhang
e Zhou (2013), que, sem o féssil Propiestus archaicus (posteriormente descrito por
Yamamoto et al., 2018), recuperaram Siagonium agrupado com Oxyporus
(Oxyporinae), com uma separagado inicial estimada em torno de 160 Ma. No
presente estudo, o clado Piestinae, representado pelos géneros neotropicais
Hypotelus e Piestus, apresentou uma idade inicial estimada de 97,80 Ma (HPD de
95%: 90,5-108,1 Ma).



CAPITULO 3

Filogenia de Piestinae (Coleoptera, Staphylinidae) com base em evidéncia

total: Integracado de dados morfolégicos e moleculares

e
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INTRODUCAO

Como visto no capitulo 1, a subfamilia Piestinae Erichson, 1839, considerada
uma das mais antigas entre os Staphylinidae, € um grupo cosmopolita composto por
115 espécies distribuidas em nove géneros, sendo seis existentes e trés extintos
(NEWTON, 2025, CARON et al., no prelo). Dos géneros atuais, dois estdo na regiao
Neotropical, dois na regidao Australiana, um restrito ao Paleartico oriental e um
género Holartico. As espécies habitam principalmente sob cascas de arvores e
madeira em decomposi¢do, podendo ocasionalmente ocorrer em serapilheira
(CARON et al. 2012).

Embora sua biologia ainda seja pouco conhecida, acredita-se que a maioria
dos representantes da subfamilia seja saprofaga, com algumas espécies
possivelmente micofagas, conforme sugerido por Crowson e Ellis (1969) e reforcado
por Thayer (2016). Historicamente, Piestinae foi definida com base em tracos
plesiomorficos e utilizada como uma categoria para agrupar estafilinideos de dificil
classificagdo (CARON et al. 2012). Entretanto, avangos recentes tornaram sua
definicdo mais restrita (CARON et al.,, 2012; GREBENNIKOV; NEWTON, 2012;
BORTOLUZZI et al., 2017), embora sua monofilia continue sendo debatida, com
estudos sugerindo uma possivel parafilia em relagdo a Osoriinae e Oxytelinae
(THAYER, 2016; GREBENNIKOV; NEWTON, 2012; MCKENNA et al., 2015a).

Diversos estudos filogenéticos contribuiram para o entendimento das
relacbes dentro de Piestinae, incluindo analises baseadas em morfologia e dados
moleculares. Analises cladisticas anteriores focaram nos géneros Piestus,
Propiestus (fossil), Hypotelus e Siagonium (CARON et al., 2012; BORTOLUZZI et
al., 2017; YAMAMOTO et al. 2018; CARON et al., 2025; CARON et al., no prelo),
mas néao testaram diretamente a monofilia da subfamilia.

A monofilia de Piestinae foi contestada, principalmente, em dois trabalhos os
quais investigavam o relacionamento de diversas subfamilias de Staphylinidae, um
deles somente com dados moleculares (MCKENNA et al., 2015) e outro somente
com dados morfolégicos (GREBENNIKOV; NEWTON, 2012). Diante disso,
recentemente estudos foram direcionados para a investigagdo focando Piestinae.
Assim, Silva (2020) investigou a subfamilia através de trés conjuntos de dados, no

qual recuperou a monofilia através dos dados morfologicos de adultos e larvas
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(SILVA, 2020 - capitulo 1 e 2), mas nao recuperou com dados moleculares (SILVA,
2020 - capitulo 3).

A investigacao conduzida por Silva (2020), com base em dados morfolégicos,
apresentou uma representatividade taxonémica satisfatoria, algo que né&o foi
alcangado na analise molecular, tanto pela baixa diversidade de taxons quanto pela
limitada quantidade de genes avaliados. Assim, surge a proposta de investigagao de
Piestinae com um escopo molecular ampliado, incorporando um maior numero de
taxons e genes. Essa abordagem, apresentada no capitulo 1 desta tese, recuperou
Piestinae como um grupo artificial. Embora esse estudo tenha representado um
avanco significativo ao gerar dados moleculares inéditos para taxons neotropicais, a
inclusdo de representantes de outras regides biogeograficas foi limitada, em razao
das dificuldades na obtencdo de material para analise.

Portanto, diante da incongruéncia entre os resultados obtidos por Silva (2020)
e aqueles apresentados no capitulo 1, torna-se evidente a necessidade de integrar
todas as fontes de dados disponiveis (morfologia de adultos, morfologia larval e
dados moleculares) a fim de responder, de forma mais robusta, a questao sobre a
monofilia da subfamilia Piestinae.

A énfase nos dados moleculares em detrimento dos morfolégicos tem sido
amplamente adotada na inferéncia filogenética contemporanea. No entanto, a
abordagem de evidéncia total, que integra dados morfolégicos e moleculares,
permite uma estimativa filogenética mais abrangente e menos suscetivel a vieses
associados a cada tipo isolado de dado. Ao combinar diferentes fontes de
informacgédo, essa abordagem considera o maximo possivel de evidéncias
disponiveis, resultando em hipoteses filogenéticas mais robustas e bem
fundamentadas (EERNISSE, 1993).

Dessa forma, neste capitulo, buscamos ampliar o conhecimento existente
sobre o grupo e reavaliar a subfamilia Piestinae a luz de dados recentes (ainda nao
publicados), por meio da integracdo de sequéncias de cinco marcadores genéticos
distintos com caracteres morfolégicos. Além de investigar a hipotese de monofilia da
subfamilia, almeja-se alcangar uma compreensdo mais robusta das relagdes
filogenéticas internas de Piestinae. Espera-se, assim, contribuir para uma revisao
sistematica do grupo, esclarecendo questbes taxonémicas pendentes e propondo

uma classificagdo mais precisa e estavel.
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OBJETIVOS

- Integrar dados moleculares e morfolégicos em uma abordagem de evidéncia
total para investigar a monofilia e posicionamento filogenético de Piestinae,

assim como dos seus grupos internos.

MATERIAL E METODOS
Material Examinado

Os dados morfolégicos compreendem uma matriz com caracteres de larvas e
adultos, obtidos do trabalho de Silva, 2020 (dados nao publicados). Desse trabalho
estavam disponiveis 22 dos 57 terminais incluidos em nossa matriz molecular
(tabela 2), a qual manteve-se a mesma do capitulo 1 deste trabalho.

Como algumas espécies amostradas no conjunto de dados moleculares nao
se sobrepuseram a nossa amostragem para a matriz morfolégica, criamos treze
quimeras interespecificas no nivel genérico para acomodar a fusdo desses dados
dispares (tabela 6). As quimeras sao mostradas na arvore combinada pelo nome do

ok N

género sem indicativo de espécie e identificadas por um .

Tabela 6. Lista de taxons selecionados para a matriz morfolégica e respectivos

terminais selecionados da matriz molecular para compor as quimera.

Espécie da matriz Nome do terminal
Subfamilia Espécie Quimera ;n:ﬁz::?; para formar Z:r:::;gzzi:

Piestinae  Eupiestus feae Sim Eupiestus sp Eupiestus™
Piestinae = Eupiestus scupticolis Nao - Eupiestus scupticolis
Piestinae  Hypotelus castaneus Sim Hypotelus sp Hypotelus*
Piestinae  Hypotelus pusillus Nao - Hypotelus pusillus
Piestinae  Piestus bicornis Sim Piestus buquetii Piestus™
Piestinae  Piestus minutus Nao - Piestus minutus
Piestinae  Piestus sulcatus Néo - Piestus sulcatus
Piestinae  Siagonium mjobergi Nao - Siagonium mjobergi

Piestinae  Siagonium oharai Nao - Siagonium oharai
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Piestinae  Siagonium punctatum Sim Siagonium americanum  Siagonium™
Piestinae  Siagonium vittatum Nao - Siagonium vittatum
Oxytelinae  Oxytelus sp Sim Oxytelus incisus Oxytelus*
Oxytelinae  Blediu hermani Nao - Bledius hermani
Osoriinae  Nacaeus sp Sim Nacaeus longulus Nacaeus*
Osoriinae  Lispinus sp Sim Lispinus sp Lispinus*
Osoriinae  Eleusis humilis Sim Eleusis sp Eleusis*
Osoriinae  Leptochirus scoriaceus Sim Leptochirus sp Leptochirus™
Osoriinae ::Z;atzzp horus Sim Thoracophorus sp Thoracophorus™
Scaphidiinae Scaphisoma sp Sim Scaphisoma sp Scaphisoma*
Aleocharinae Aleochara bonariensis Sim Aleochara signaticollis Aleochara*
Staphylininae Philonthus sp Sim Philonthus sp Philonthus*™

Construir quimeras concatenando dados de espécies diferentes ndo € o ideal,

pois taxons distintos podem ter informacdes filogenéticas conflitantes
(ARRIAGA-VARELA et al.,, 2023), no entanto, esta é uma pratica padrdo na
sistematica filogenética quando a relagao filogenética presumida entre dois taxons,
geralmente espécies do mesmo género, € considerada proxima o suficiente no
contexto de outros taxons amostrados incluidos nas analises (ROBERTSON;

MOORE, 2017; ORLOQV et al., 2021, CARON et al., 2025).

Concatenacéo de dados e analise filogenética

A matriz molecular seguiu todas as configuracdes estabelecidas no capitulo
1, incluindo o alinhamento das sequéncias, particionamento dos dados e os
modelos evolutivos adotados. As duas matrizes foram concatenadas utilizando o
software PhyloSuite. O esquema de particionamento de melhor ajuste e os modelos
evolutivos para a matriz molecular e morfologica foram determinados
individualmente utilizando o software PhyloSuite (ZHANG et al. 2020), em conjunto
com o plug-in ModelFinder, aplicando o critério de informacdo de Akaike para

ambos.
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A analise de maxima verossimilhanga (ML) com a matriz combinada foi
realizada usando IQTREE 2 (MINH et al. 2020). Um bootstrap ultrarrapido (UFB)
com 1000 réplicas foi aplicado para estimar o suporte para os nos hipotéticos. A
arvore filogenética final foi observada anteriormente no FigTree v1.4.4 e editada no

Inkscape 1.0.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto de dados combinados compreendeu 238 caracteres morfologicos
(sendo 164 de adulto e 74 caracteres de larva) e cinco marcadores genéticos
somando 5.735 pares de base. O esquema de particdo selecionado e os modelos
correspondentes foram: GTR+I+G4 para a matriz molecular e MK+FQ para a matriz
morfoldgica.

A moncfilia de Piestinae foi recuperada na analise combinada, com alto
suporte no no correspondente (BS = 99). A linhagem é composta por dois principais
clados, um reunindo as espécies do género Siagonium + Prognathoides, e outro
clado reunindo as espécies de Eupiestus + o clado mais distal restrito aos géneros
neotropicais (Hypotelus e Piestus) (figura 9).

A linhagem Oxyteline foi recuperada como monofilética e dividida em dois
clados principais: Clado A, que inclui as subfamilias Oxytelinae, Piestinae e
Osoriinae, e Clado B, correspondente a subfamilia Scaphidiinae. Dentro do Clado A,
foram identificados dois subclados: um deles posiciona Osoriinae como grupo-irmao
de Piestinae, embora com suporte baixo (BS = 57), enquanto o outro subclado
confirma a monofilia de Oxytelinae (BS = 99), que é recuperada como grupo-irmao
de Osoriinae + Piestinae (figura 9). O Clado B, é formado exclusivamente pela
subfamilia Scaphidiinae com um bom suporte (BS = 85).

Assim como nas analises anteriores (IB e MV) com dados exclusivamente
moleculares (capitulo 1 dessa tese), algumas linhagens incluidas neste estudo,
como Staphylinine e Tachyporine, apresentaram baixa resolu¢do. No entanto, as
subfamilias foram, em sua maioria, recuperadas como monofiléticas e bem
suportadas, com excecao de “Tachyporinae”, que foi identificada como parafilética

em relagao a subfamilia Aleocharinae.
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Figura 9. Filograma de Maxima Verossimilhan¢a das sequéncias combinadas de
28S, CAD, Argk, COI e WG, concatenadas com uma matriz de dados morfoldgicos
(238 caracteres: 164 de adulto e 74 de larva) da linhagem Oxyteline. Valores de
Bootstrap ultra-rapido sdo fornecidos acima dos ramos. Linhagens recuperadas na

topologia apresentada estdo destacadas em cores.

A subfamilia Staphylininae manteve-se como grupo-irméo de Paederinae,
embora com suporte baixo (BS = 79). Steninae foi novamente recuperada como um
grupo monofilético com suporte maximo, posicionada na base do clado Steninae +

ANITILAXO WIDVYHNIT
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(Oxyporinae + (“Tachyporinae” + Aleocharinae)) conforme também observado nas
analises baseadas somente com dados moleculares (figuras 6 e 7). Além disso, a
subfamilia Silphinae foi consistentemente recuperada como monofilética e bem
suportada (BS = 99), permanecendo como grupo-irmdo de todas as demais

subfamilias de Staphylinidae aqui amostradas.

Monofilia de Piestinae

Na analise de evidéncia total, conseguimos a monofilia de Piestinae,
integrando dados morfoldgicos de adultos e larvas com informagdes genéticas dos
cinco genes (figura 9 e 10). Essa abordagem revelou um cenario distinto em relagcéo
ao resultado obtido exclusivamente com dados moleculares, onde a monofilia de
Piestinae nao foi recuperada.

A inclusdo de dados morfolégicos foi fundamental para reposicionar os
géneros Eupiestus e Siagonium, que, quando analisados apenas com dados
moleculares, ndo foram recuperados como integrantes de Piestinae. Na analise
combinada, esses géneros foram realocados no clado, formando um grupo
monofilético bem suportado (BS = 99). Este resultado destaca o papel essencial das
caracteristicas morfoloégicas na recuperagao das relagdes evolutivas dentro de
Piestinae, sugerindo que a exclusividade do uso de dados moleculares pode ser,
pelo menos no momento, insuficiente, especialmente devido a escassez de dados
moleculares para taxons de grupos n&o neotropicais.

A monofilia de Piestinae, recuperada por meio da analise integrada de dados
morfolégicos e moleculares, contrasta com os achados de Grebennikov e Newton
(2012), baseados em morfologia, € de McKenna et al. (2015a), fundamentados em
dados moleculares. Por outro lado, esse resultado corrobora com as conclusdes de
Silva (2020), obtidas a partir de analises exclusivas de caracteres morfoldgicos. E
importante destacar que os dois primeiros estudos nao tinham como foco especifico
a subfamilia Piestinae, mas sim a investigacdo de relac¢des filogenéticas em uma
escala mais ampla dentro de Staphylinidae.

Nossos resultados combinados apresentam grande similaridade com as
andlises de maxima parciménia e inferéncia bayesiana baseadas em dados
morfoldgicos de adultos e larvas realizadas por Silva (2020). Em ambos os estudos,

Piestinae é recuperada como uma subfamilia monofilética, posicionada como grupo
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irmao de Osoriinae — embora, esse agrupamento tenha sido sustentado por valores
relativamente baixos de suporte, tanto no trabalho de Silva (BS = 13; PP = 68),
como em nossa analise (BS = 57).

Segundo Silva (2020), a monofilia de Piestinae é sustentada por caracteres
sinapomorficos, entre os quais se destacam: escleritos cervicais inseridos no térax e
com apice bilobado; élitros com estrias suturais puntiformes e estriadas (caractere
69:2); margem posterior dos élitros quilhada e tergum X com a metade basal
triangular e lados emarginados.

Além de corroborarem a monofilia de Piestinae e sua proximidade com
Osoriinae, ambos os trabalhos também convergem quanto a estrutura filogenética
geral da subfamilia, revelando dois clados principais. O clado A é composto pelos
géneros Eupiestus, Piestus e Hypotelus, enquanto o clado B inclui Prognathoides e
Siagonium, sendo o clado A recuperado como grupo irmao do clado B. No entanto,
os estudos diferem nas relagbes internas entre esses géneros, refletindo variagdes

topoldgicas entre as analises.

Prognathoides mjobergi
Siagonium vittatum
Siagonium*
6 . ’ ,
Siagonium oharai
o Eupiestus*
Eupiestus scupticolis
| { o8 100 [ Hypotelus pusillus
! Hypotelus*
s Hypotelus chusqueaticus
oo | — Piestus*
100 Piestus minutus
97 Piestus buquetii
100l pPjestus sulcatus

99

AVNILS3Id

0.08

Figura 10. Destaque para a subfamilia Piestinae do Filograma de Maxima
Verossimilhanga em analise de total evidéncia, combinando 28S, CAD, Argk, COl e
WG, concatenadas com a matriz de dados morfologicos (238 caracteres: 164 de
adulto e 74 de larva) da linhagem Oxyteline. Valores de Bootstrap ultra-rapido séo
fornecidos acima dos ramos. Linhagens recuperadas na topologia apresentada

estao destacadas em cores.
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Tanto no trabalho de Silva (2020) quanto em nossos resultados, observa-se
uma relagcdo de proximidade entre os géneros Siagonium e Prognathoides. Em
nossas analises, esses dois géneros formam um agrupamento com divergéncia
mais antiga dentro de Piestinae, com suporte forte (BS = 87). Ja no estudo de Silva
(2020), Siagonium ocupa uma posigao mais distal, associando-se consistentemente
a Piestoneus, atualmente sinonimizado com Siagonium por Caron et al. (no prelo),
em todas as analises (com dados de adultos, larvas, e combinados), com valores de
suporte muito baixos (BS = 40-52; PP = 53-58).

Outra similaridade entre nossos resultados e os obtidos por Silva (2020) diz
respeito a proximidade evolutiva entre os géneros Piestus, Eupiestus e Hypotelus.
Em nossas analises, Eupiestus € recuperado como ramo externo ao clado formado
por (Hypotelus + Piestus), com alto suporte (BS = 98). J& em Silva (2020),
observa-se uma relagdo mais proxima entre Eupiestus e Hypotelus, com Piestus
ocupando uma posi¢cado mais externa no agrupamento, embora com baixos valores
de suporte (BS = 23-33; PP = 57-65). Apesar dessas diferengas topoldgicas,
ambos os estudos convergem ao indicar uma relagao préoxima entre esses géneros,

reforcando a consisténcia desse agrupamento.

Grupo Oxyteline monofilético

Nossa analise de maxima verossimilhanga (MV) utilizando dados combinados
(morfologicos e moleculares) sustentou a monofilia da linhagem Oxyteline, com
valor de suporte relativamente alto (BS = 85). Essa proposta de mondfilia,
originalmente apresentada por Lawrence e Newton (1982), é apoiada por
caracteristicas compartilhadas entre os membros da linhagem, como os habitos
saprofagos ou micéfagos tanto de adultos quanto de larvas, além de um intestino
posterior longo e em forma de alga, presente em ambos os estagios de
desenvolvimento.

Silva (2020) também aponta como caracteres sinapomoérficos que sustentam
a monofilia da linhagem: a inser¢céo antenal oculta sob uma crista ou elevagao em
forma de plataforma nas laterais da fronte, a presenca de crista epipleural nos élitros

e a auséncia de esclerito transversal nas cavidades mesocoxais.
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De maneira semelhante ao que foi proposto por Grebennikov e Newton
(2012), que dividiram a linhagem Oxyteline em dois clados principais (A e B), nossos
resultados também recuperaram essa estrutura. O Clado A inclui as subfamilias
Piestinae, Oxytelinae e Osoriinae, enquanto o Clado B é composto pela subfamilia
Scaphidiinae, posicionada na base da linhagem. Dentro do Clado A, nossos dados
corroboram a organizagado interna das subfamilias, com Oxytelinae sendo o
grupo-irmao de Piestinae + Osoriinae. Entretanto, ao contrario de Grebennikov e
Newton (2012), nossos resultados recuperaram a monofilia de todas as quatro
subfamilias da linhagem Oxyteline, com valores de suporte maximo para Osoriinae
(BS = 100), e valores altos para Oxytelinae (BS = 99); Piestinae (BS = 99) e
Scaphidiinae (BS = 85).

Em nossa analise filogenética combinada (figura 9), Osoriinae foi recuperada
como um grupo monofilético com alto suporte (BS = 100). Além disso, enquanto a
abordagem molecular isolada indicou Osoriinae como grupo-irméo de (Oxytelinae +
Piestinae) (figuras 6 e 7), nossa analise combinada revelou uma relagéo diferente
(figuras 9 e 10), colocando Osoriinae como grupo-irmao de Piestinae, embora com
suporte mais baixo (BS = 57). Esses resultados corroboram as conclusées de
Grebennikov e Newton (2012) e Silva (2020), que sustentaram a monofilia de

Osoriinae (figura 11).
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Grebennikov & Newton McKenna et al. Silva (2020) Buss (2025)
(2012) (2015)

Figura 11. Esquemas filogenéticos propostos por diferentes autores, representando
hipoteses alternativas de relagdes evolutivas para Piestinae. 1: Grebennikov e

Newton (2012), dados morfolégicos de adultos; 2: McKenna et al. (2015a), dados
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moleculares; 3: Silva (2020), dados morfolégicos de adultos; 4: Buss (2025),

evidéncia total, realizada nesse estudo.

Em relacdo ao trabalho de Silva (2020), que, com dados morfologicos de
adultos em analise de maxima parciménia, dividiu a linhagem Oxyteline em dois
clados (clado A: Piestinae + Osoriinae; clado B: Oxytelinae + Scaphidiinae), nossas
analises recuperaram uma estrutura distinta (figura 11). A subfamilia Oxyteline foi
posicionada em um clado junto com Osoriinae e Piestinae, enquanto Scaphidiinae

formou um clado independente (figuras 9 e 10).
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CONCLUSOES

Este estudo representa a primeira tentativa de investigar a monofilia da
subfamilia Piestinae por meio de uma analise de evidéncia total, combinando dados
morfolégicos € moleculares. O trabalho trouxe resultados dispares: enquanto os
dados combinados sustentaram a monofilia de Piestinae (capitulo 3), os dados
moleculares, isoladamente, n&o corroboraram essa condi¢cdo (capitulo 1). Ainda
assim, frente a incerteza devido a falta de dados (principalmente de taxons nao
neotropicais) do conjunto de dados moleculares, optamos por interpretar o grupo
como monofilético, conforme discutido ao longo do trabalho.

A presente analise filogenética de evidéncia total trouxe novas perspectivas
sobre a classificacdo de Piestinae e suas relagdes com as demais subfamilias do
grupo Oxyteline (GREBENNIKOV; NEWTON, 2012; MCKENNA et al., 2015; SILVA,
2020). Alem disso, a estrutura filogenética encontrada para a linhagem Oxyteline
fortalece a relagdo evolutiva préxima entre Piestinae e Osoriinae. Com relagao
especifica de Pietinae, a inclusdo de caracteres morfolégicos de adultos e larvas,
junto com os dados moleculares, foi essencial para reforgar a monofilia de Piestinae
e sugerir uma nova proposta de relacionamento interno dos géneros.

A analise de tempo de divergéncia produziu estimativas amplamente
congruentes com estudos anteriores. A recuperagédo de Staphylinidae com inicio de
divergéncia no Triassico Tardio (~219,58 Ma) corrobora a hipétese de uma origem e
diversificagado antiga da familia, estando mais alinhada com as estimativas de Beutel
et al. (2024) do que com as de Zhang e Zhou (2013).

A linhagem informal Oxyteline foi datada em aproximadamente 173,30 Ma,
indicando uma diferenciacao relativamente antiga dentro de Staphylinidae. Entre as
subfamilias que compdem essa linhagem, Scaphidiinae apresentou um evento de
divergéncia no Jurassico Tardio (~146,07 Ma), seguido por processos de
diversificacdo ao longo do Cretaceo Inicial. Osoriinae corresponde a segunda
subfamilia mais antiga, com inicio de diversificagdo estimado para o Cretaceo Inicial
(~139,02 Ma), enquanto Oxytelinae divergiu posteriormente, por volta de 124,70 Ma.
Por fim, Piestinae (desconsiderando Siagonium e Eupiestus) representa a
subfamilia mais recente da linhagem, com divergéncia estimada no Cretaceo Tardio,

aproximadamente 97,80 Ma.
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Embora Piestinae tenha sido consistentemente recuperada como um grupo
parafilético em nossa analise de tempo de divergéncia, os dois clados identificados,
correspondentes aos géneros neotropicais (Hypotelus e Piestus) e aos géneros
palearticos (Siagonium e Eupiestus), apresentaram estimativas de origem bastante
proximas, datando entre 97,80 e 83,81 Ma, ambas no Cretaceo Tardio. Essas
estimativas sao compativeis com a idade do féssil atribuido a subfamilia, datado em
aproximadamente 99 Ma.

Esses resultados evidenciam que, embora as estimativas de tempo possam
variar conforme os métodos e pontos de calibragdo empregados, os padroes gerais
de diversificagdo sugerem que a linhagem Oxyteline passou por uma irradiagcao
expressiva ao longo do Mesozoico, culminando na notavel diversidade observada

na familia atualmente.
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APENDICE 1. Matriz de dados de caracteres morfolégicos de adultos e larvas
utiizados para a analise filogenética da subfamilia Piestinae (Coleoptera:

Staphylinidae).

>Philonthus_sp
1110010001001101110001000000110000110100101110100000000000000011110111100-00
000011011100-0010010--012020-02110101010230100100010-1110000000-000-1111011110
001000--1022--0-01--24010100010110-0000-0000--10200101000111100013200100-002010
10110

>Bledius_hermani
00000110101201011101100001011110101100-000400110002121000010010011010---0-110
00001001011000100101-02101000110-00010-200010000200-1110001100-10111111110100
1010011000211010101003100010100200-0101001100000100120010000-00110110000-00
000121011

>Oxytelus_sp
101101001002100011011000001111110010010010210110002020000000000010011110111
1000001000-11011000121-02000000110-100-0-230110010100-1110001100-1011111101010
01010011010
>Lispinus_sp
0101000000012110110101100010111010110100014100100001200011111110110111101110
010100011110-011000130111010102111001011212110010201011000012111010-0-0--0-10-
00100???1020011010201102001110101110110-11101011101110100110-02001020000-000
01010011

>Piestus_minutus
0010010110002011111101000010010110111100114100101120211101?710111010112101210
1110011111111111011130122121102110101111230101111201011100010111000-1010-10131
010011000011101011010412001010021101311101010010001120000111101012210101110
211111111

>Piestus_sulcatus
0010110110002011111101000000010111100100114100101120211101010111010112101210
1110011111111111011130112111102110101111230101111201011100010111000-1010-10131
0100110000
>Aleochara_sp
010001001100100011000100011110-0000--0-0103110100000021000000001110111100-010
00011011011010100110-002100102110101111212110010000-1111101100-000-1111-111100
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020-1100001--0-010210-01000100100-1110-00000010100111000000-02102020000-002001
00010

>Scaphisoma_sp
0000001000000001000100000011101011110100013101000001011000000100100011100-1
1000100011000-01111020-10---000110-11000-007??1010010-00000100011000-1010-100-0
0010011110001010102005121210010200-1100-100000101010---001011011021000010002
00101011

>Eleusis_sp
100000001002201011000012101011000010111011411110002122001000100001010---0-00
010000011000-00100103102202010000-10001121011001120101110101010-000-0-0--1-10-
001000--1011100-111011011010100100-1310-0000001010112001011101101201011111120
0111101

>Nacaeus_sp
0101000010001100110101100011111010110110111110110021200010101010110111100-10
010010000-10-111000131102010102110100011012110011100-01000010110010-0-0--0-10-
001000--11201111001210-10110010100-1300-01100011000120001100-12101010010-0010
0100101

>Thoracophorus_sp
100001001000111011010100001011101011011001211110002000000110011000010---0-100
000001------- 0100013212101000210-00000------ 1010211111100110111010-0-0--0-10-00100
11010211012111013010110100100-1200-111000110011100101010011120101111112001101
01

> eptochirus_sp
00111001100221111100020100101110000--0-0110100110021210010101110001111100-110
100001110110101010133102110102112100010200111110210-01100012111010-0-0--0-11-0
01000--11010010110204010010000100-1200-1100001021011000010100200221001101100
0000011

>Eupiestus_sp
101101011001111011010200001001101010010011010110002011100??1010010111000101
0110011100-111100000132122000102110101111212111111111010000112111000-11100101
210001210000
>Eupiestus_scupticolis
1111010110011110110102000010011010100100110101100020111011110100101110001010
110011100-111100000132122000102110101111200111111111000000112111000-111001012
10001210000
>Hypotelus_sp
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1001110110012010110102000010011110100100110101100020221111110101110112010-10
110010100-111111001131122010102110101111201111111101011000001110000-111001012
10000210000
>Hypotelus_pusillus
1101110110011010110102000000011110100100110101100020220111110101110112010-10
110010100-111111011131122010102110101111200111111101011000001110000-111001012
100002100001110101111011200101001010121110101011010012000001110201201011111
1210111101

>Piestus_sp
000011011001211101100300100011010010010011410010112121110101011001011210121
01110001111111111011130112111102110100111230101111201011100010111000-1010-1013
101002100000110101101041200101101010121110101001000112000011110101221011111
0211111101

>Siagonium_sp
010011001001101011010000101011111111010111210011012122010110001011011200121
0110000111111011101113112212000210-101011211011011201001111011110000-11100101
210000210000111010110104020010110101012111010101100001200101111010121101111
11211111111

>Siagonium_vittatum
0100110010002011110100001010111110111101112100110121220101100010110112011210
110000111111011101113112201011210-101011231111011211001111011110000-1110010121
0000210000
>Prognathoides_mjobergi
1110110110002111110000000010111110100101113110100121210011000010111112001010
111000011011011101113112210010210-101011231111010201101111011111000-1010-1013
0000121000011101211110412001001010101211001110110100120000111101001120111111
200120011

>Piestoneus_oharai
0100010010011011010003001010111111111101112100110121220101100010110112001010
1100000111110111011132122120002111101011231111010201101111011110000-111001012
10000210000
>Hypotelus_chusqueaticus
100111011001101011?102?00010011?10100100110101100020220111110101110112010-10
110010100-1111110?1131122010102110101111207111111101011000001110000-111001012
10000210000




