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RESUMO

Na taxonomia tradicional e molecular comumente sdo utilizados poucos individuos nas
descricoes das espécies e as decisdes taxonOmicas usualmentes sdo feitas sem
considerar questdes relevantes como diversidade morfoldgica e genética e
polimorfismos intra-especificos. Nao utilizar caracteres polimorficos pode resultar em
superestimacao do nimero de entidades taxondmicas e, em andlises filogenéticas, pode
alterar consideravelmente a topologia de arvores. No panorama atual de conhecimento
da diversidade bioldgica e principalmente de critérios operacionais para delimitacdo de
espécies, os procedimentos histéricos de descricdo e identificagdo de novas espécies sao
questionados, sendo necessdrias abordagens metodologicas integrativas para tal.
Heliconiini (Lepidoptera: Nymphalidae, Heliconiinae) € considerado um grupo
amplamente estudado e utilizado como organismos modelo para diversas areas das
ciéncias bioldgicas, porém a descricdo das espécies segue o padrdo da taxonomia
morfolégica e pouca ateng¢dao tem sido dispendida na delimitacdo das espécies. Por
exemplo, o gé€nero mais diverso da tribo, Heliconius Kluk, apresenta uma grande
variabilidade morfolégica no padrio de coloracdo das asas, sendo nominadas
atualmente cerca de 50 espécies e 1500 subespécies e racas geograficas. Por outro lado,
o género Philaethria Billberg apesar de apresentar pouca variacdo inter-especifica,
diversas espécies sdo reconhecidas. Historicamente, caracteres de coloracdo da face
ventral das asas posteriores tém sido utilizados para identificar espécies
correspondentes. Neste sentido, objetiva-se avaliar os caracteres que sustentam a
separacdo de P. pygmalion (Fruhstorfer 1912) e P. wernickei (Rober, 1906), duas
espécies com distribuicdo no Brasil, e realizar inferéncias sobre a evolucdo dessas, a

partir de uma abordagem integrativa da morfologia cldssica, morfometria linear e
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geométrica e biologia molecular. A partir dos resultados, propdem-se a sinonimia de P.
wernickei em P. pygmalion, e entdo estendemos a distribui¢do desta para a Amazonia,
além da Mata Atlantica, pois todas as abordagens metodoldgicas utilizadas falharam em
distingui-las. As caracteristicas morfoldgicas comumente utilizadas para tal
representaram variagdes intra-especificas e as drvores de genes indicaram um clado
monofilético sem evidéncias de estruturagdo interna que suporte a divisdo de P.
wernickei em duas espécies; ou seja, a topologia deste clado é uma politomia,
remetendo ao padrdo comum de filogenias intra-especificas. H4, por outro lado, indicios
de estruturagdo norte-sul evidenciado pelo DNA mitocondrial, que pode refletir em
filopatria ou dispersdo a pequenas distancias das fémeas, ou ainda a reten¢do de um
haplétipo ancestral mantido por alguma barreira geogréifica. Por sua vez, os loci de
DNA nuclear, ndo recuperam esta separacao geografica. Embora restritos as espécies de
ocorréncia no Brasil, os resultados sugerem a necessidade de revisdo genérica de

Philaethria, com base em abordagem metodolégica integrativa, a fim de delimitar

coesamente as espécies, com base na elaboragdo de hipéteses filogenéticas a respeito.



1. INTRODUCAO
1.1 Delimitacio de espécies

Pode-se considerar que a sistemdtica tém dois grandes objetivos: 1) descobrir e
descrever espécies e 2) determinar suas relacdes filogenéticas (Wiens 2007). Ainda que
as espécies sejam consideradas as unidades fundamentais em ecologia, evolugdo,
sistemadtica e biologia da conservacdo (Sites & Marshall 2004; Wiens 2007), h4 grande
discussdo em que consistem. Avangos recentes nas discussoes destes conceitos levaram
a concordancia de que espécies sdo linhagens de metapopulagdes evolutivamente

independentes (de Queiroz 2007).

As descricoes de espécies em trabalhos sistematicos baseados em taxonomia
morfoldgica e molecular t€ém sido fundamentada em comparacdes de alguns espécimes
(Wiens & Servedio 2000). Porém, estas decisdes sdo geralmente tomadas
desconsiderando polimorfismos e plasticidade fenotipica, e raramente sdo testadas de

forma quantitativa.

Recentemente, critérios operacionais utilizando abordagens estatisticas para a
delimitacdo de espécies tém sido propostos (Wiens 2007), como o emprego de diversas
regides do DNA (Althoff et al. 2007; Hajibabaei et al. 2007), morfologia e morfometria
(Mutanen & Pretorius 2007; Villemant et al. 2007), modelagem de nichos ecolégicos
(Raxworthy et al. 2007), entre outros. Uma vez que diferentes conjuntos de dados e
métodos podem apresentar resultados conflitantes ou ambiguos, faz-se necessaria a
utilizagdo de abordagens metodoldgicas integrativas (Sites & Marshall 2004; Ross et al.

2010).



Morfologia

Historicamente, a descricdo de espécies tem como base a comparagcdo de
caracteres morfoldgicos de alguns poucos individuos por espécie; qualquer diferenca
diagndstica aparentemente fixa, qualitativa ou quantitativa, € utilizada para sustentar as

decisOes taxonOmicas.

As descri¢des sao feitas comparando-se as estruturas dos organismos a objetos
semelhantes. As comparacdes de tamanho e propor¢do também sdo usuais. Essas
comparacdes sdao extremamente valiosas porque ajudam a focar a aten¢do em
componentes de forma biologicamente significativos. Por outro lado, podem também
ser subjetivos e ndo acurados, especialmente quando as estruturas sdo complexas e ndao
se assemelham a formas familiares (Zelditch et al. 2004). Também, devido ao pequeno
nimero de exemplares empregados, € comum que aspectos como plasticidade fenotipica
e polimorfismos ndo sejam abrangidos, o que pode acarretar na superestimacdo do
nimero de entidades taxonOmicas e, em andlises filogenéticas, pode alterar

consideravelmente a topologia de arvores (Wiens & Servedio 2000).

Uma das formas de tornar as abordagens morfolégicas menos subjetivas di-se a
partir da quantificacdo de fendmenos bioldgicos por meio de modelos matematicos e
métodos estatisticos (Zelditch et al. 2004). A modifica¢do da forma biolégica ao longo
da evolucdo dos grupos envolve acdo de fendmenos fisicos, sendo passiveis de

descricdo em termos de leis matematicas (Monteiro & Reis 1999).

Diferencas na forma entre individuos ou suas partes podem significar fun¢des
diferentes de estruturas homologas, respostas diferentes as mesmas pressoes seletivas,
bem como diferencas no crescimento e morfogénese (Zelditch er al. 2004). O estudo

analitico da forma encontra-se em crescente expansdo, sobretudo devido aos avangos



técnicos da morfometria geométrica (Bookstein 1991, 1996; Monteiro & Reis 1999;

Roth & Mercer 2000).

A morfometria tem sido amplamente utilizada em estudos referentes a deteccao
de processos heterocronicos (ex., Klingenberg & Spence 1993; Vinicius & Lahr 2003),
caracterizacdo de dimorfismo sexual (ex., Adams & Funk 1997), compreensdo da
trajetéria ontogenética de dada estrutura (ex., Rodrigues er al. 2005; Rodrigues &
Moreira 2005) e delimitacdao de espécies (ex., Mutanen 2005; Mutanen & Pretorius

2007; Fernandes et al. 2009), dentre outras aplicagdes.

As abordagens morfométricas, lineares e geométricas, podem ser empregadas
como métodos de delimitacdo de espécies, pois permitem identificar tdxons cripticos de
maneira mais acurada do que o método tradicional de identificacdo visual (Mutanen &
Pretorius 2007). Por exemplo, asas de Insecta tém sido utilizadas com sucesso na
discriminacdo e delimita¢do de espécies cripticas (ex., Imasheva et al. 2000; Houle et

al. 2003; Villemant et al. 2007; Ludoski et al. 2008).

Marcadores moleculares

Pelos avancos em seqiienciamento e capacidade computacional de
processamento de dados, as seqiiéncias de DNA tornaram-se uma das maiores fontes de
informacdo para o entendimento de processos evolutivos e genética de populagdes
(Hajibabaei et al. 2007). Atualmente, marcadores moleculares sdo amplamente
empregados em dreas como estruturacdo de populagcdes, especiacdo, hibridacao,

introgressao, filogenia, sistemdtica e taxonomia, entre outros (Avise 2004).

A utilizacdo dos marcadores moleculares em taxonomia, sistemdtica e

delimitacdo de espécies aumentou com a proposta da criacdo de bancos de dados de



seqiiéncias representantes de todos os organismos vivos (Vogler & Monaghan 2007), o
intitulado “cédigo de barras de DNA” (DNA barcode; Hebert et al. 2003a, b; Tautz et
al. 2003). Este se fundamenta na premissa de que uma pequena seqiiéncia padronizada
pode distinguir espécies, uma vez que a variacdo genética entre ultrapasse a existente

dentre as espécies (Hebert et al. 2003a).

A aplicacdo em larga-escala dos dados moleculares revolucionou a taxonomia,
mas a validade e os aspectos praticos desta abordagem molecular tem sido objeto de
diversas criticas relativas a aspectos da herdabilidade dos genes mitocondriais e suas
taxas evolutivas e a falta de integracdo com outros marcadores nucleares e caracteres
morfoldgicos (Lipscomb et al. 2003; Moritz & Cicero 2004; Will & Rubinoff 2004;
Wheeler 2005; Brower 2006; Crisci 2006; Elias et al. 2007; Dasmahapatra et al. 2010).
Com a atual compreensao das diferencas entre arvores de genes e drvores de espécies
(Brower et al. 1996; Nichols 2001) hid a demanda de se utilizar diversos tipos de
marcadores moleculares e em grande escala para gerar hipdteses sobre a delimitagio de

espécies e relacdes filogenéticas.

Atualmente, as informacdes obtidas com seqiiéncias de DNA mitocondrial
(mtDNA) t€m sido contrastadas com diversos genes nucleares (ex., Wahlberg et al.
2010) e marcadores de co-dominancia, como microssatélites e AFLP (ex., Orsini et al.
2004; Pellmyr et al. 2007; Rout et al. 2008; Dasmahapatra et al. 2009; Mendelson &
Wong 2010); além da integracdo com dados morfolégicos, dentre outros, como por
exemplo, aqueles de cunho comportamental e ecoldgico (ex., Su et al. 2008; Winterton

& Makarkin 2010; Ross et al. 2010).



1.2 Heliconiini

A tribo Heliconiini (Lepidoptera: Nymphalidae), popularmente conhecidos
como o grupo das borboletas-do-maracujd, constitui-se um dos mais estudados grupos
de borboletas. Devido a coloracdo aposematica dos adultos, participacdo em anéis
miméticos e variabilidade geogréfica, a tribo tém sido objeto de estudos taxondmicos hi
mais de um século (Stichel 1906; Michener 1942; Emsley 1963; Brown & Mielke 1972;
Turner 1976; Brown 1981; Brower 1994; Brower & Egan 1997; Penz 1999). Também
tém servido como modelos para o entendimento da coevolucdo entre insetos e plantas
(ex., Ehrlich & Raven 1965; Gilbert 1975; Benson et al. 1976; Brower 1997; Rodrigues
& Moreira 1999, 2002, 2004; Bianchi & Moreira 2005; Kerpel et al. 2006; Jorge et al.
2011), genética (ex., Turner 1971; Sheppard et al. 1985), biologia de populacdes (ex.,
Gilbert & Smiley 1978; Benson 1978; Mallet 1986) e da conservacao (ex., Brown 1981;
Gilbert 1991; Brown & Freitas 2000), especiacao e hibridacdo (ex., Naisbit et al. 2002;
Mavarez et al. 2006; Mallet et al. 2007; Mallet 2008, 2009; Kronforst et al. 2009;

Brower 2010)

Heliconiini distribui-se por toda a regido Neotropical e, atualmente, possui 72
espécies (Lamas 2004), distribuidas em 10 géneros, que sdo: Agraulis Boisduval & Le
Conte, Dione Hiibner, Dryadula Michener, Dryas Hiibner, Eueides Hiibner, Heliconius

Kluk, Laparus Billberg, Neruda Turner, Philaethria Billberg e Podotricha Michener.

Heliconius e Eueides dettm a maior diversidade do género, apresentando
aproximadamente 50 espécies e 1500 racas geograficas (Lamas 2004). Heliconius
possui grande diversidade fenotipica e diversas hipéteses ja foram propostas para
explicar esta diversidade (McMillan et al. 1997; Naisbit et al. 2003). Em contraponto,
os demais géneros possuem pequena variabilidade inter-especifica, mas diversas

espécies sao reconhecidas.



Diversas espécies de Heliconius tém sido utilizados como modelos de estudo em
ecologia comportamental e evolugdo (ex., Gilbert 1991), em parte devido a sua fécil
adaptacdo as condi¢Oes de insetdrio e laboratério (criagdo de imaturos), bem como ao
facil cultivo de suas plantas hospedeiras - os maracujds (Passifloraceae). No contexto da
interacdo inseto-planta, tém fornecido um amplo aporte de conhecimento a respeito da
coevolucao entre insetos € plantas hospedeiras (Gilbert 1975, 1991; Benson et al. 1976;
Brower 1997; Futuyma 2000; Kerpel et al. 2006). As espécies dos outros géneros t€m
sido, em sua maioria, pouco utilizadas neste contexto, em parte devido as dificuldades

de criagdo dos adultos e a falta de conhecimento de caracteres bioldgicos e ecoldgicos.

1.3 Philaethria Billberg, 1820

Brown (1981) aponta a necessidade de revisdo de Philaethria, pois P. dido
poderia representar um complexo de espécies cripticas. Posteriormente, Suomalainen &
Brown (1984) e Brown et al. (1992), estudando o nimero cromossdmico de Philaethria,
encontram pelo menos oito conjuntos cromossomicos hapléides em P. dido, o que
indicaria a existéncia de pelo menos mais sete espécies. Em contrapartida, P. pygmalion
(Fruhstorfer, 1912) e P. wernickei (Rober, 1906), consideradas validas pela mais recente
revisdo a respeito (Constantino & Salazar 2010) e objetos do presente estudo,

apresentam nimero constante (n = 29).

Assim, diversas espécies e subespécies foram descritas nas dltimas duas décadas
tendo o nimero cromossdmico como principal norteador nos estudos taxondmicos de
Philaethria, e o padrao de coloracdo ventral das asas posteriores e alguns caracteres
morfolégicos da genitdlia masculina sdo utilizados para sustenta-los. Nesse contexto, o

género € composto atualmente por dez espécies (Constantino & Salazar 2010):

Philaethria dido (Linnaeus, 1763), P. ostara (R6ber, 1906), P. wernickei (R6ber, 1906),



P. diatonica (Fruhstorfer, 1912), P. pygmalion (Fruhstorfer, 1912), P. constantinoi
Salazar, 1991; P. andrei Brévignon, 2002; P. neildi Constantino & Salazar 2010; P.

browni Constantino & Salazar 2010, e P. romeroi Constantino & Salazar 2010.

Apesar de diversas hipéteses de relacionamentos e filogenias em Heliconiini
terem sido propostas (Michener 1942; Emsley 1963; Brown 1981; Brower 1994, 1997,
2000; Brower & Egan 1997; Penz 1999; Penz & Peggie 2003; Beltran et al. 2007), ndao
ha consenso quanto a posicao filogenética do género Philaethria, sendo senso comum,

porém, o reconhecimento da posic¢ao basal deste em Heliconiini.

Em menor grau de compreensdo encontram-se as relacdes entre as espécies do
género, sendo que somente trés estudos utilizaram mais de uma, otendo conclusdes
diferentes. Brown (1981), tendo como base caracteres morfolégicos do adulto e nas
relagdes propostas por Emsley (1963), concluiu que P. dido € grupo irmao de P.
wernickei € P. pygmalion. Penz (1999), por sua vez, ao utilizar caracteres morfologicos
dos estdgios imaturos e dos adultos das mesmas espécies, ndo conseguiu estabelecer
suas relagdes, concluindo somente que Philaethria € monofilético. Beltréan et al. (2007),
utilizando apenas P. dido e P. diatonica, reconheceu a existéncia de monofilia no
género, bem como a posi¢cdo basal do mesmo em Heliconiini. Os demais trabalhos de
cunho filogenético se propdem a resolver as relagdes genéricas em Heliconiini e

utilizam, em sua maioria, somente P. dido.

A pequena representatividade de espécies de Philaethria em estudos
filogenéticos pode ser resultado da dificuldade de coleta e da falta de conhecimento de
caracteres bioldgicos, ecoldgicos e distribuicdo das espécies. P. dido possui a
distribuicdo mais abrangente conhecida, ocorrendo do sul do México ao sudeste do
Brasil (Suomalainen & Brown 1984; Constantino & Salazar 2010); P. ostara, P.

pygmalion, P. andrei e P. constantinoi t€ém distribuicao restrita a regido amazonica e ao



norte da Cordilheira dos Andes (Salazar 1991; Constantino 1999; Brévignon 2002;
Constantino & Salazar 2010); P. diatonica, na América Central (Constantino & Salazar
2010), e P. wernickei, nas regides sul, sudeste e por outros autores, no centro-oeste e
nordeste do Brasil (Suomalainen & Brown 1984; Constantino 1999). A distribuicao

conhecida das demais espécies € restrita as localidades tipo.

A maior parte do conhecimento morfolégico e bioldgico sobre o género
corresponde a P. dido, sendo os estudos mais intensivos com as populagdes de Trinidad
e Tobago (Beebe et al. 1960; Fleming 1960) e Costa Rica (Young 1974). Destacam-se
ainda os trabalhos de Brown & Mielke (1972) e Brown (1981) que exploraram também

caracteres morfoldgicos de diferenciacdo interespecifica.

As informagdes acerca de P. andrei, P. browni, P. constantinoi, P. diatonica, P.
neildi, P. ostara e P. romeroi restringem-se aos respectivos trabalhos de descri¢do
(Salazar 1991; Constantino 1999; Brévignon 2002; Constantino & Salazar 2010). P.
pygmalion e P. wernickei ji foram abordadas em diversos estudos (ex., Brown &
Mielke 1972; Brown & Benson 1977; Brown 1981; Penz 1999; Dell’Erba et al. 2005;

Barao & Moreira 2010).

De forma geral, todos os trabalhos envolvendo o género utilizam poucos

espécimes, nao considerando as variagdes geograficas.

1.4 Philaethria wernickei e P. pygmalion

P. wernickei e P. pygmalion ja foram consideradas a mesma entidade bioldgica,
ou reconhecidas como duas subespécies representantes de variantes geograficas (Brown
& Mielke 1972). Apdés Brown & Benson (1977), P. pygmalion recebe o status de

espécie, justificado por diferencas na coloracdo das larvas. Constantino & Salazar



(2010) apresentam diversas caracteristicas nas asas e genitdlia masculina que sustentam
a separacgdo destas, destacando-se os tamanhos relativos das bandas p6s-discal interna e
pos-discal mediana na face ventral das asas posteriores. Segundo Constantino & Salazar
(2010), P. wernickei apresenta relacdo entre tais bandas de 1:1, e P. pygmalion, de 1:0,5
(ou menor). Estas espécies, segundo Constantino & Salazar (2010), apresentariam
distribuicao alopdtrica, estando separadas pela diagonal drida da América do Sul

(Morrone 2006).

Estudos envolvendo P. wernickei sao mais abundantes do que as outras espécies,
excetuando-se P. dido. Dell’Erba et al. (2005) caracterizaram a morfologia
ultraestrutural externa do estdgio de ovo e identificaram caracteres que a diferencia das
demais espécies de heliconineos ocorrentes no Rio Grande do Sul (RS). Bardo &
Moreira (2010) descrevem a ultraestrutura tegumentar externa dos estdgios de larva e
pupa, e indicam grande variag@o na coloracdo das larvas. Os adultos tém habito solitario
e voam a considerdvel altura. A oviposicdo ocorre preponderantemente sobre
passiflordceas de grande massa foliar (Benson et al. 1975; Brown 1981; Dell’Erba et al.
2005), comumente nas faces abaxial ou adaxial das folhas velhas e gavinhas secas ou

verdes (Dell’Erba et al. 2005).

Informagdes acerca de P. pygmalion se restringem as descricdes dos estagios
imaturos, em especial da larva de quinto instar, que apresenta grande variacdo na
coloracdo (Brown & Benson 1977; Brown 1981) e da genitdlia masculina (Constantino
& Salazar 2010). Além disso, sdo conhecidas algumas espécies de plantas hospedeiras

(Brown & Fernandez 1975; Benson et al. 1976; Beccaloni et al. 2008).

Como P. wernickei e P. pygmalion foram diversas vezes consideradas a mesma
entidade bioldgica, e os resultados das filogenias e observacdes preliminares indicam

incongruéncias com as informagdes disponiveis, hd a necessidade de avaliacOes
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quantitativas a respeito, sob maior abrangéncia amostral, de forma que ao menos parte
da variabilidade fenotipica existente seja levada em consideracdo, o que é feito no
presente estudo. Objetiva-se avaliar os caracteres que sustentam a separacdo de P.
pygmalion e P. wernickei e realizar inferéncias sobre a evolucdo dessas espécies, a
partir de uma abordagem integrativa da morfologia, morfometria linear e geométrica e

biologia molecular.
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3.1 RESUMO

Na taxonomia tradicional e molecular comumente s3o utilizados poucos
espécimes nas descricoes das espécies e as decisdes taxondmicas usualmente ndo
consideram questdes relevantes, como diversidade morfolégica e genética e
polimorfismos intra-especificos. Mesmo se reconhecendo em Heliconiini grande
variabilidade fenotipica intra-especifica e Philaethria Billberg constituindo um
complexo de espécies cripticas, este tem sido o procedimento adotado nas descri¢cdes
das espécies correspondentes. Neste sentido, objetiva-se avaliar os caracteres que
sustentam a separacdo de P. pygmalion (Fruhstorfer, 1912) e P. wernickei (Rober, 1906)
e realizar inferéncias sobre a evolugdo dessas espécies, a partir de uma abordagem
integrativa da morfologia cldssica, morfometria linear e geométrica e biologia
molecular. Propdem-se a sinonimia de P. wernickei com P. pygmalion syn nov., pois
ndo foram encontradas diferencas entre as genitdlias masculinas e na forma das asas,
além de haver sobreposicdo entre os caracteres comumente utilizados para identifica-
las. Ainda, as andlises filogenéticas recuperaram um clado monofilético para P.
pygmalion e P. wernickei, sem estruturacdo interna suportada. Do ponto de vista
populacional, os haplétipos de DNA mitocondrial indicaram um clado estruturado na
regido norte e outro na regido sul do Brasil; porem, os loci de DNA nuclear, ndo
reconstituiram esta separacdo geogrifica. A estruturacdo de haplétipos nas regides
norte-sul pode indicar que as fémeas de P. wernickei apresentam filopatria, ou
dispersam em menores distancias que os machos, ou a reten¢do de um polimorfismo

ancestral suportado por alguma barreira geogréfica.

Palavras chave: delimitacio de espécies, filogenia intra-especifica, morfometria

geométrica, morfometria linear, variacdo intra-especifica.



26

3.2INTRODUCAO

A delimitacdo de espécies € influenciada pelo conceito que se aplica a espécie e
pelo critério operacional utilizado para se hipotetizar a existéncia de novos taxons.
Porém, diversos autores tém argumentado que os conceitos de espécie e os critérios
operacionais de delimitacdo destas devem ser tratados epistemologicamente de forma
independente; o primeiro, como as propriedades necessdrias e suficientes para definir a
categoria de espécie e, o segundo, como os tipos de evidéncias necessdrias para atribuir
entidades particulares a esta categoria (Hey 2006; de Queiroz 2007; Ross et al. 2010).
Avancos no conceito de espécie, como linhagens de metapopulacdes evolutivamente
independentes (de Queiroz 2007), permitiram esta dissociacdo. A delimitacdo de
espécies corresponde a identificagdo e sintese dos elementos relevantes para as

identificacoes.

O procedimento comum em trabalhos sistematicos baseados em taxonomia
morfoldgica e/ou molecular tém sido comparar os caracteres entre alguns espécimes e
determinar quais as diferencas diagndsticas sustentam sua separacao (Wiens & Servedio
2000). De forma geral, nestes enfoques, as espécies sdo delimitadas com base em pelo
menos um caractere quantitativo e/ou qualitativo que ndo se sobrepdem com outra
espécie (Wiens 2007). Historicamente, este € o procedimento adotado pela taxonomia
tradicional e aparentemente retorna algum resultado bioldgico, ja que se duas espécies
sdo consistentemente distinguidas uma da outra por diferencas morfoldgicas estdao
presumivelmente isoladas por fluxo génico (Wiens 2007). Porém, estas decisdes sdo
geralmente tomadas considerando-se um pequeno nimero amostral, e raramente sdao

testadas de forma quantitativa.

A abordagem de tais trabalhos desconsidera questdes como diversidade

morfoldgica e genética e polimorfismos intra-especificos, mesmo que a presenca de



27

polimorfismos em uma unica espécie seja um fendOmeno biolégico amplamente
documentado e uma das condicdes necessdrias a existéncia de selecdo natural (Rae
2002). Nao incluir caracteres polimorficos e descrever esta variacdo como novas
entidades biol6gicas, pode resultar em superestimacdo do nimero de entidades
taxondmicas e, em andlises filogenéticas, pode alterar consideravelmente a topologia de

arvores (Wiens & Servedio 2000).

No panorama atual de conhecimento da diversidade bioldgica e principalmente
de critérios operacionais para delimitacdo de espécies (ex., Knowles & Carstens 2007;
Shaffer & Thomson 2007; Raxworthy et al. 2007; Yahng & Rannala 2010), os
procedimentos histéricos de descricdo e identificacio de novas espécies sdo
questionados. H4 um consenso da necessidade de abordagens integrativas de multiplos
métodos para a delimita¢do destas, como modelagem de nichos ecolégicos (Raxworthy
et al. 2007), diferentes regides do DNA (Althoff et al. 2007; Dasmahapatra et al. 2010)
e morfometria e morfologia (Mutanen & Pretorius 2007; Villemant et al. 2007), entre

outros (ex, Ross et al. 2010).

Mesmo Heliconiini (Lepidoptera: Nymphalidae) sendo um grupo amplamente
estudado e considerado como organismos modelo para diversas dreas das ci€ncias
bioldgicas, a descricdo das espécies segue o padrao da taxonomia tradicional e pouca
atencdo tem sido dispendida na delimitacdo das espécies. Por exemplo, o género mais
diverso da tribo, Heliconius, apresenta uma grande variabilidade morfolégica no padrao
de coloracdo das asas, sendo nominadas atualmente cerca de 50 espécies e 1500
subespécies e ragas geogrificas (Holzinger & Holzinger 1994; Lamas 2004); € este
também o género mais estudado (ex., Brown 1981; Brower 1994; Krenn & Penz 1998;
Kaminski et al. 2002; Beltran et al. 2007; Mallet 2009; Quek et al. 2010). Em

contraponto, os géneros basais da tribo apresentam pequena diversidade fenotipica, mas
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diversas espécies descritas, resultando em complexos de espécies de dificil
identificacdo. Philaethria Billberg, 1820 enquadra-se neste panorama, pois todas as
espécies correspondentes caracterizam-se pelo padrao de coloragdo preto com manchas
verdes da face dorsal das asas, com pouca variacao no padrdo destas. Historicamente,
caracteres de coloracdo da face ventral das asas posteriores tem sido utilizados para

identificar as espécies correspondentes.

Brown (1981) destacou que P. dido (Linnaeus, 1763) possivelmente representa
um complexo de espécies cripticas. Posteriormente, Suomalainen & Brown (1984)
encontraram grande variabilidade no numero cromossdmico de P. dido ao longo de sua
distribuicdo geogréfica e sugeriram a existéncia de trés a cinco novas espécies, sem
descreve-las. Os esforcos taxondmicos subseqiientes realizados no género foram
guiados por esses dados. Assim, segundo Lamas (2004), Philaethria seria composto por
sete espécies. Recentemente, Constantino & Salazar (2010), com base na revisdo de
caracteres morfoldgicos e nimero cromossdmico haploide, descreveram trés espécies
novas e sete subespécies, todas com pequena variacdo fenotipica inter-especifica.
Somente Constantino & Salazar (2010) estudaram os adultos de todas as espécies do
género, com relacdo aos adultos. Até entdo, a maior parte dos trabalhos focavam P.
dido, como, por exemplo, em relacdo a morfologia dos estdgios imaturos (Beebe et al.
1960; Fleming 1960), morfologia geral do adulto e genitdlia (Emsley 1963; Brown &
Mielke 1972), histéria de vida (Young 1974), biologia (Brown 1981) e ndmero

cromossOmico hapléide (Suomalainen & Brown 1984; Brown et al. 1992).

As informagdes disponiveis para as demais espécies de Philaethria estdo
restritas as descri¢des originais (ex., Salazar 1991; Constantino 1999; Brévignon 2002;
Constantino & Salazar 2010), a excecdo de P. pygmalion (Fruhstorfer, 1912) e P.

wernickei (Rober, 1906). Para estas ultimas, os dados existentes sdo esparsos, estando
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presentes em trabalhos de sistemdtica sobre a tribo (Brown 1981; Penz 1999). A
morfologia externa dos estdgios imaturos de P. wernickei ja foram descritos (Dell’Erba
et al. 2005; Bardo & Moreira 2010), existindo também apontamentos extensivos sobre

biologia destes (Brown & Mielke 1972; Brown 1981; Dell’Erba et al. 2005).

P. wernickei e P. pygmalion ja foram consideradas como entidades bioldgicas
distintas, ou reconhecidas como duas subespécies da mesma espécie, representantes de
variantes geogréficas (ex., Brown & Mielke 1972). P. wernickei foi originalmente
descrita por Rober (1906), como Metamorpha wernickei, a partir de espécimes
coletados nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil. Rober (1906)
diferencia P. wernickei de P. dido pela coloracdo dorsal das asas e pelas manchas
submarginais difusas na primeira. Seitz (1913), por sua vez, a considera subespécie de
P. dido. Fruhstorfer (1912) descreve P. pygmalion, como Metamandana dido
pygmalion, e a diferencia de P. wernickei pela largura da banda mediana pds-discal, que

na primeira apresenta-se mais fina.

Posteriormente, Brown & Mielke (1972) revalidam P. wernickei, removendo-a
de P. dido, e consideram P. pygmalion uma subespécie da primeira, utilizando
caracteres de genitdlia masculina e coloragdo das asas. Por fim, P. pygmalion recebe o
status de espécie por Brown & Benson (1977), que justificam a decisdo utilizando
diferencas na coloracdo das larvas. Constantino & Salazar (2010) apresentam
caracteristicas nas asas e genitdlia masculina que sustentam a atual classificacdo,
destacando-se os tamanhos relativos das bandas pds-discal interna e pds-discal mediana
na face ventral das asas posteriores. Segundo estes autores, essas espécies ocorreriam
em alopatria, sendo P. wernickei restrita a Mata Atlantica, e P. dido e P. pygmalion, a
Amazonia brasileira. Ainda, que, P. wernickei apresenta relacio entre tais bandas da asa

de 1:1 e, P. pygmalion, de 1:0,5, ou menor.
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Tanto Brown & Benson (1977) quanto Constantino & Salazar (2010), basearam-
se em um numero reduzido de amostras; ou seja, ndo avaliaram quantitativamente a
variacdo desses caracteres ao longo das dreas geograficas de distribuicdo das espécies
por eles propostas. Informagdes preliminares por nds obtidas em colegdes
entomoldgicas e coletas efetuadas, utilizando-se dos critérios de identificagdo propostos
por Constantino & Salazar (2010), sugeriram que ao contrdrio do proposto por esses
autores: 1) P. dido, P. pygmalion e P. wernickei, ocorreriam em simpatria, inclusive na
Mata Atlantica brasileira e 2) apresentariam acentuada variacdo quanto a tais critérios

de identifica¢do, o que deve entdo ser revisto.

Dentre as filogenias existentes para a tribo somente duas investigaram as
relagdes entre P. pygmalion e P. wernickei. Utilizando caracteres morfolégicos e
ecologicos de adultos, Brown (1981) estabelece um clado monofilético para
Philaethria, com organizacdo interna refletindo estreita relacdo entre estas duas espécies
e P. dido sendo espécie-irma de ambas. Penz (1999), por sua vez, ao utilizar caracteres
morfoldgicos dos estadgios imaturos e dos adultos destas espécies, obtém uma politomia,

concluindo somente que formam um grupo monofilético.

Assim, diversas abordagens quantitativas e estatisticamente testaveis vém sendo
empregadas atualmente para investigar as diferencas entre espécies cripticas (ex.,
Villemant et al. 2007; Dasmahapatra et al. 2010; Ross et al. 2010). Porém, isso ndo tem
ocorrido para identificar entidades tdo proximas fenotipicamente existentes em
Philaethria. Os resultados das filogenias e observacOes preliminares indicam a
necessidade de avaliacOes quantitativas a respeito, sob maior abrangéncia amostral, de
forma que ao menos parte da variabilidade fenotipica existente seja levada em
consideragdo. Objetiva-se avaliar os caracteres que sustentam a separacdo de P.

pygmalion e P. wernickei e realizar inferéncias sobre a evolucdo dessas espécies, a



31

partir de uma abordagem integrativa da morfologia classica, morfometria linear e

geométrica e biologia molecular.

3.3 MATERIAL E METODOS
Material de estudo e dados de distribuicao

As trés espécies de Philaethria, cujas avaliagdes preliminares indicaram a
presenca na Mata Atlantica, foram incluidas no presente estudo: Philaethria dido, P.

pygmalion e P. wernickei.

Os espécimes correspondentes (n = 500) pertencem as seguintes instituigdes:
DZUP—Cole¢ao Entomolédgica Pe. Jesus Moure, Universidade Federal do Parand,
Parand, Brasil;, KLAGESI-Reserva Particular do Patrimdnio Natural Klagesi, Pard,
Brasil; LMCI-Colecdao de Tecidos, Laboratério de Morfologia e Comportamento de
Insetos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil;
MAPA—-Museu Anchietano de Ciéncias Naturais, Colégio Anchieta, Rio Grande do Sul,
Brasil; MCTP—Museu de Ciéncias, Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do
Sul, Rio Grande do Sul, Brasil; MNRJ-Museu Nacional, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil; MPEG—Museu Paranse Emilio Goeldi, Ministério da
Ciéncia e Tecnologia, Pard, Brasil; MZSP—Museu de Zoologia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, Brasil. Uma lista completa do material analisado encontra-se no
Apéndice 1, e as respectivas coordenadas geogréficas, no Apéndice 2. Os dados de
ocorréncia contidos nas etiquetas de coleta foram utilizados para elaboracao dos mapas
de distribuicdo (Fig. 1). As localidades de coleta foram georreferenciadas a partir das

bases de dados geoespaciais Global Gazetteer (Falling Rain Genomics 2007) e GLOSK
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(2008). Os mapas foram gerados no programa Quantum GIS Geographic Information

System (Quantum GIS Development Team 2010).

Dados morfolégicos

Para a caracterizagdo morfoldgica geral das genitdlias dos machos de P. dido, P.
pygmalion e P. wernickei, procedeu-se a disseccdo dessas estruturas a partir de
espécimes provenientes das colecoes DZUP, LMCI e MNRJ (Apéndice 1). A escolha
correspondente deu-se de forma a contemplar a maior parte das dreas de distribuicdo
dessas espécies. As genitdlias foram clarificadas em hidréxido de potassio (KOH) a
10% e preservadas em glicerina liquida. Procedeu-se andlise em estereomicroscopio
optico Leica® M125 e fotografia das estruturas observadas. Apds andlise, o conjunto de
estruturas foi acondicionado em tubo de vidro com glicerina liquida, etiquetado com o
mesmo numero de identificagdo do exemplar e depositado juntamente com este, na
respectiva cole¢do. Os desenhos correspondentes foram realizados a partir das imagens
digitalizadas, no software Adobe Illustrator (Adobe Illustrator Team 2008), com o

auxilio de prancheta de digitalizagdo.

Para descricdo morfoldgica das ultraestruturas tegumentares das genitdlias de
machos, utilizaram-se espécimes conservados em alcool 70%, depositados na Colecao
de Tecidos do Laboratério de Morfologia e Comportamento de Insetos (LMCI-
UFRGS). Procedeu-se a disseccdo dessas estruturas sem a utilizagdo de agentes
quimicos para evitar a corrosdo de tecidos ndo esclerotinizados. Estas genitalias foram
observadas em microscopia eletronica de varredura (MEV), no Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Para a preparacdo das
amostras seguiu-se o protocolo padrdo, que consiste em: desidratagdo em série alcodlica

crescente, seguida de desidratagdo por ponto critico (aparelho Bal-tec® CPDO030),
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Figura 1. Distribui¢do de Philaethria dido (a) e Philaethria wernickei (b) no territério
brasileiro (demarcado por linha preta) em relacdo as subregides biogeograficas
propostas por Morrone (2006), onde, para o Brasil: azul = Parand; verde = Chaquenha;

salmio = Amazodnica.
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montagem sobre suporte metdlico e metalizagio com ouro (aparelho Bal-tec®
SCDO050). A observacdo das estruturas e fotografia foi realizada em microscopio

eletronico de varredura JEOL® JSMS5800.

Quanto a terminologia utilizada para a identificacdo das estruturas da genitélia

dos machos, seguiu-se Dias et al. (2010).

Dados morfométricos

Tanto para a andlise referente a morfometria linear quanto geométrica, os
espécimes foram fotografados, em vistas dorsal e ventral, com méquina fotogréfica
digital de 5.0 megapixels (2584x1938) de resolucdo, com fung¢do macro ativada e sem

flash.

Morfometria linear

Os caracteres da asa posterior, que vem sendo utilizado historicamente para
diferenciar P. pygmalion e P. wernickei, foram testados através de 288 espécimes
(Apéndice 1), sendo 87 identificados previamente como P. pygmalion e 211 como P.
wernickei. Foram utilizados os espécimes que apresentaram ao menos uma das asas
intactas e de forma a abranger toda a regido geografica amostrada. Duas regides da asa
posterior foram quantificadas (Fig. 9a): em vista dorsal, a largura da banda pds-discal
relativa ao comprimento (= AB/DE) e, em vista ventral, a largura da banda pds-discal
mediana em relagcdo ao tamanho da banda pds-discal interna (= EF/DF). Para a
caracterizacdo das regides da asa seguiu-se a nomenclatura proposta por Constantino &

Salazar (2010).
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O comprimento da asa foi medido a partir do segmento da reta formada entre a
origem das veias Subcostal (Sc) e Setor-radial (Rs), e a extremidade distal da Rs (Fig.
9a, pontos A e B, respectivamente). Em vista dorsal, a largura da banda pds-discal da
asa posterior foi medida pelo segmento de reta entre os pontos D e E (Fig. 9a), obtido
tracando-se uma reta entre o ponto B e a extremidade distal da veia Cubital 1 (Cul;

ponto C).

Em vista ventral (Fig. 9a"), foram medidos os segmentos de reta DF e EF, sobre
o segmento BC, que delimitam, respectivamente a banda pds-discal mediana e a banda

pos-discal interna.

Foram realizados testes ¢ de Student (a=0,05) para testar assimetria bilateral e
dimorfismo sexual. Sendo a existéncia de ambos descartada, utilizou-se o tamanho
médio das medidas realizadas. Os espécimes foram agrupados em cinco categorias de
latitude (°S), de acordo com sua localidade de coleta: 1) O+ 5; 2) 5+ 10; 3) 10 + 15; 4)
15 F 20; 5) 20 + 25; 6) 25 + 30. Andlises de regressao linear foram realizadas entre as
classes de latitude e o tamanho da asa, e as propor¢des AB/DE e EF/DF. Os resultados
da distribuicdo de dados s@o apresentados em graficos “boxplot”, com vistas a
demonstrar a variacao total encontrada através dos quartis correspondentes. Diferengas
entre classes latitudinais foram exploradas por andlises de Discriminante Linear (DL);
para estimar a porcentagem de classificagdo correta, foi adotado um procedimento de
validacdo cruzada, ou seja, foi assim avaliado o desempenho da classificacdo por DL.
Todas as medidas lineares foram realizadas nas imagens digitalizadas com o software

ImagelJ (Rasband 2007).
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Morfometria geométrica

Um total de 165 espécimes foi utilizado nas andlises morfogeométricas, sendo
68 de Philaethria dido, 31 de P. pygmalion e 66 de P. wernickei (Apéndice 1). Foram
utilizados os individuos que possuissem um par de asas intactos e de forma a abranger
toda a regido geogréfica amostrada. Um total de 34 marcos anatémicos do Tipo I foram
selecionados, sendo 19 na asa anterior e 15 na posterior (Fig. 2; Tabela I). Os marcos
anatomicos foram digitados para cada espécime pela mesma pessoa (K.R.Bardo)
utilizando-se o software TPSDig (Rohlf 2006). As coordenadas de cada marca
anatdmico em cada espécime foram sobrepostas utilizando-se o algoritmo de
Sobreposicdo Generalizada de Procrustes (SGP) (Dryden & Mardia 1998), sendo cada
asa tratada independentemente. O método SGP remove as diferencas ndo relacionadas
com a forma, como escala, posi¢do e orientagdo (Rohlf & Slice 1990; Rohlf & Marcus
1993; Bookstein 1996; Adams et al. 2004). As diferencas na forma das asas foram
inferidas com base em regressdes multivariadas das varidveis de forma nos eixos

discriminantes.

Foram realizados testes ¢ de Student (0=0,05) sobre os residuos da sobreposi¢do
de Procrustes, com uma sub-amostra de 20 individuos por espécie (10 machos e 10
fémeas), para testar assimetria bilateral e dimorfismo sexual. Sendo a existéncia de
ambos descartada, o par de asas menos danificado de cada espécime foi utilizado nas

analises.

Primeiro, foi testada a existéncia de diferencas na forma entre Philaethria dido,
P. pygmalion e P. wernickei. Segundo, ndo havendo diferencas entre P. pygmalion e P.
wernickei, estes espécimes foram classificados por classes da propor¢do AB/DE e por
categorias de latitude visando testar a existéncia de estruturacOes internas a P.

pygmalion + P. wernickei. As classes de AB/DE foram denominadas de ‘a’ — ‘d’, e
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Figura 2. Localizacao dos marcos anatdmicos (nimeros em azul) nas asas anterior (a) e
posterior (b) de Philaethria. Marcos anatdmicos e veias, segundo sistema Comstock &

Needham, sao descritos na Tabela 1.
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TABELA 1. Descricdo dos marcos anatdomicos das asas anteriores e posteriores de

Philaethria.

Marco anatdbmico

Descri¢ao

Asa anterior

Asa posterior

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15

16
17
18
19

20

21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34

Base da veia humeral

Extremidade distal da veia radial 3 (R 3)
Extremidade distal da veia radial 4 (R 4)
Extremidade distal da veia radial 5 (R 5)
Extremidade distal da veia mediana 1 (M 1)
Extremidade distal da veia mediana 2 (M 2)
Extremidade distal da veia mediana 3 (M 3)
Extremidade distal da veia cubital 1 (Cu 1)
Extremidade distal da veia cubital 2 (Cu 2)
Extremidade distal da veia anal 1 (A 1)
Extremidade proximal da veia radial 1 (R 1)
Extremidade proximal da veia mediana 1 (M 1)
Extremidade proximal da veia radial 2 (R 2)
Extremidade proximal da veia radial 3 (R 3)
Extremidade proximal das veias radial 4 e 5 (R 4 e
R 5)

Extremidade proximal da veia mediana 2 (M 2)
Extremidade proximal da veia mediana 3 (M 3)
Extremidade proximal da veia cubital 1 (Cu 1)
Extremidade proximal da veia cubital 2 (Cu 2)

Interseccdo entre as veias radial-subcostal (R 1 +
Sc) e aveia setorial Rs+ M 1 + M 2)

Extremidade proximal da veia humeral (hv)
Extremidade distal da veia radial-subcostal (R 1 +
Sc)

Extremidade distal da veia setor radial (Rs)
Extremidade distal da veia mediana 1 (M 1)
Extremidade distal da veia mediana 2 (M 2)
Extremidade distal da veia mediana 3 (M 3)
Extremidade distal da veia cubital 1 (Cu 1)
Extremidade distal da veia cubital 2 (Cu 2)
Extremidade distal da veia anal 2 (2 A)
Extremidade distal da veia anal 3 (3 A)

Interseccao entre as veias radial (Rs) e medianas 1
e2M1+M2)

Extremidade proximal das veias medianas 1 e 2 (M
1+M2)

Extremidade proximal da veia cubital 2 (Cu 2)
Extremidade proximal das veias mediana 3 (M 3) e
cubital 1 (Cu 1)
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representam uma escala crescente dessa propor¢do; ou seja, ‘a’ representa as maiores
bandas poés-discais, enquanto ‘d’, as menores. Os trés intervalos de latitude (°S)
adotados foram determinadas de acordo com a localidade de coleta dos espécimes: 1) O
F10; 2) 10 + 20 e 3) 20 + 30. Nao houve indicativos de que os resultados se alterassem

quando intervalos diferentes foram utilizados.

Para calcular a proximidade fenotipica entre espécies e grupos, foi realizada uma
andlise de Componentes Principais (CP) na matriz de variancia-covariancia dos residuos
de sobreposicdo de Procrustes. Os valores de CP resultantes foram utilizados como
novas varidveis de forma, para reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados, assim

como para efetuar a operagdo sobre varidveis independentes (Baylac & Friess 2005).

Diferencas entre espécies e grupos foram exploradas por andlises de
Discriminante Linear (DL), calculada sobre os CPs (Cordeiro-Estrela et al. 2006). Para
estimar a porcentagem de classificacdo correta, foi adotado um procedimento de
validacdo cruzada (Baylac et al. 2003); ou seja, foi assim avaliado o desempenho da

classificacdo por DL.

Andlises das deformacdes relativas (Relative Warps Analysis — RWA), com
utilizacdo de a=0 (que da igual peso aos componentes da andlise), foram realizadas no
programa TPSrelw (Rohlf 2008). As deformacdes relativas obtidas foram, entdo,
graficamente representadas pela funcdo Thin Plate Splines (TPS), cujos coeficientes

correspondem aos escores das deformacgdes parciais (Adams & Rosenberg 1998).

Todas as andlises estatisticas e confeccdao de grificos foram realizadas em
linguagem e ambiente ‘R’ (R Development Core Team 2008), valendo-se das

bibliotecas: MASS (Venables & Ripley 2002), ape (Paradis et al. 2004), stats (R
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Development Core Team 2009), e ade4 (Dray & Dufour 2007). Os procedimentos de

morfometria geométrica foram desenvolvidos com o software RMORPH (Baylac 2008).

Dados moleculares
Extragao, amplificagdo, seqiienciamento e alinhamento

Utilizou-se as trés espécies abordadas neste estudo e mais Philaethria diatonica
(Fruhstorfer, 1912), como grupo externo, em adi¢do a P. dido, totalizando 24 individuos
(Apéndice 1). Os espécimes foram escolhidos de forma a abranger a variagcdo indicada
nas andlises morfoldgicas e estdo depositados na Colecdo de Tecidos do Laboratério de

Morfologia e Comportamento de Insetos, preservados em alcool absoluto -20°C.

O DNA total foi extraido de tecido muscular dos espécimes supracitados
utilizando Qiagen DNeasy Kit® utilizando protocolo proposto. Os produtos obtidos
foram verificados em gel de agarose 1% revelado com Sybr Green® em Transluminador

UV e armazenados em ultrafreezer -80°C.

Quatro genes foram amplificados via reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), um de mtDNA e trés de DNA nuclear. A regido
amplificada do mtDNA corresponde ao Citocromo Oxidase subunidade I (COI), o RNA
de transferéncia de leucina (tRNA-leu) e o Citocromo Oxidase subunidade II (COII). Os
genes nucleares amplificados foram Th, Tpi e wingless. Todos os marcadores foram
amplificados para todos os individuos. Os pares de oligonucleotideos (primers)

utilizados encontram-se listados na Tabela II.

As reagdes da PCR seguiram as condi¢des sugeridas na literatura (Kronforst et
al. 2006; Beltrén et al. 2007) para cada um dos pares de oligonucleotideos utilizados.

Os produtos foram verificados em gel de agarose 1%, revelados com Sybr Green®, e
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TABELA II. Primers utilizados neste estudo.

Gene Identificacao Posicao Seqiiéncia (5° — 37)
Tpi Tpi-1° F GGT CAC TCT GAA AGG AGA ACC ATC
TT
Tpi-2* R CAC AAC ATT TGC CCA GTT GTT GCC AA
Th Th2 F ATT ATA CTC TGA CCG AAG AAG
Th2 R TGT GTA GAT TGG AAA ACA CGG
wg LepWG1® F GAR TGY AAR TGY CAY GGYATG TCTGG
LepWG2" R ACT ICG CAR CAC CAR TGG AAT GTR CA
COI Jerry* F CAACATTTATTTTGA TTT TTT GG
PatII R TCC ATT ACA TAT AAT CTG CCA TAT
TAG
Ron* F GGT TCA CCT GAT ATA GCA TTC CC
MtD11° R ACT GTA AAT ATA TGA TGA GCT CA

* Primer obtido de Beltrdn et al. (2002); ° Silva-Branddo e al. (2008); ¢ Caterino e

Sperling (1999).
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purificados com as enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) e Exonuclease 1. Os
produtos resultantes foram utilizados diretamente na reacdo de seqiienciamento
realizado no Northwest Labs, FAS (Faculty of Art and Sciences, Harvard University)

em Cambridge, Massachussets, EUA.

Os fragmentos purificados foram seqiienciados em ambos os sentidos utilizando
os mesmos primers da PCR. Para isso foi utilizado o kit de terminadores marcados no
seqlienciador automdtico ABI (Applied Biosystems) do laboratério citado. O
alinhamento das seqiiéncias obtidas foi feito automaticamente no programa CodonCode
Aligner© (CodonCode Corporation 2010) e corrigidas manualmente através da
verificacdo de todos os sitios varidveis, confrontando-se as seqiiéncias em ambos os
sentidos e conferindo-se os cromatogramas, com o intuito de minimizar os possiveis

erros na leitura do seqilienciamento.

Anadlise dos dados

Ap6s a edig¢do das seqiiéncias foi obtido o alinhamento de 1259 pares de bases
(pb) para COI, 761 pb para Th, 390 pb para Tpi e 453 pb para wg, totalizando 2863 pb.
O modelo de substituicdo nucleotidica para as reconstrucdes filogenéticas foi estimado
utilizando os programas Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998) e MrModeltest 2.3

(Nylander 2004), seguindo o critério de informacgdo de Akaike (AIC).

Foi estimada a filogenia das espécies utilizando-se os métodos de méxima
verossimilhanga (MV) e bayesiana através dos programas PAUP* 4.0b10 (Swofford
2002) e MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist 2001), respectivamente. A inferéncia
Bayesiana foi desenvolvida com um milhao de ciclos do algoritmo da cadeia de Markov

e Monte Carlo (Markov chain Monte Carlo; MCMC) utilizando os priors padrao. A
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probabilidade posterior foi calculada descartando as primeiras arvores amostradas apds
o valor de log-likelihood ter sido estabilizado. Para analise de MV foi estimado 1000
replicagdes de bootstrap. As arvores de MV foram construidas com a op¢do de busca
heuristica tree-bisection—reconnection (TBR) e uma darvore inicial de neighbour-
Jjoining; a confianca foi estimada por boostrap usando a op¢do de busca heuristica de

nearest-neighbour interchange (NNI).

Para avaliar as relagdes evolutivas entre as seqiiéncias o programa DnaSP 5.0
(Librado & Rozas 2009) foi utilizado para obtencdo dos haplétipos para cada um dos
genes e, entdo, foram construidas redes de haplétipos utilizando o método de median-
joining  (Bandelt et al. 1999), com o programa NETWORK 4.1

(www.fluxusengineering.com).

Parametros populacionais, tais como distancia genética, coeficiente de
diferenciacdo (F'st; Hudson et al. 1992) e diversidade haplotipica foram calculados nos

programas DnaSP 4.0 e ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al. 2005).

3.4 RESULTADOS

Morfologia da genitalia masculina

Philaethria dido (Figs. 3a-c)

Tegume triangular em vista lateral, arredondado dorsal e anteriormente (Fig. 4a).
AgregacOes de escamas presentes na regido mediana e proximo ao unco. Bragos do
tegume e do saco fusionados (Fig. 4a). Em vista lateral, projecdo anterior do saco
desenvolvida, alongada e afilada no dpice (Fig. 4a). Unco delgado em vista lateral,
regido basal fusionada ao tegume; dpice distal afilado e com microcerdas de nimero e

forma da base, varidveis (Figs. 5d-e). Bracos do gnato articulam-se com tegume e unco
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Figura 3. Variacao de Philaethria dido (a-c) e Philaethria wernickei (d-f) em diferentes
localidades no Brasil. a, Alto Alegre, Roraima; b, Recife, Pernambuco; c, Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro; d, Santarém, Pard; e, Jacarepagud, Rio de Janeiro; f, Sdo Bento

do Sul, Santa Catarina. Barras = 1 cm.
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G — O

Figura 4. Genitdlia masculina de Philaethria dido. a, vista lateral esquerda interna; b,

fultura inferior, vista ventral; c, valva esquerda, vista externa; d, valva esquerda, vista

interna; e, edeago, vista dorsal; f, edeago, vista lateral esquerda.
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Figura 5. Genitdlia masculina de Philaethria dido em microscopia eletronica de
varredura. a, crista valvar, vista lateral externa; b, crista valvar, vista lateral interna; c,
detalhe da crista valvar; d-e, micro cerdas da regido distal do unco; f, detalhe da regidao
distal do gnato, vista dorsal; g, detalhe da regido posterior da fultura inferior, vista

ventral. Barras = 150, 150, 30, 5, 10, 200, 100 um, respectivamente.
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e projetam-se ventralmente; porcao distal fusionada e com microtriquias arredondadas
em vista dorsal (Fig. 5f). Em vista ventral, é nitida a sutura que delimita a fusdo dos

bragos laterais do gnato.

Valva com gancho basal longo, curvado dorsal e anteriormente, atingindo a
regido mediana do unco (Figs. 4c-d); costa da valva com projecdo posterior arredondada
e ornamentada com microtriquias em forma de espinhos (Fig. 5c), que se restringem a
regido ventral, em vista lateral externa (Figs. 4c, 5a) e, em vista lateral interna, cobrem

toda esta regido (Figs. 4d, 5b).

Edeago cilindrico e esclerotizado (Figs. 4e-f). Por¢do anterior dilatada, com
abertura dorsal, de onde se projeta o bulbo ejaculatério. Por¢do posterior truncada.
Exofalo € sustentado ventralmente pela fultura inferior (Fig. 4b), de formato triangular,

com projecdo posterior truncada e ornamentada por microtriquias arredondadas (Fig.

5g).

Philaethria wernickei (Fig. 3d-f)

Tegume triangular em vista lateral, arredondado dorsal e anteriormente, com
escamas presentes na regido mediana e proximo ao unco (Fig. 6a). Bracos do tegume e
do saco fusionados. Projecdo anterior do saco, em vista lateral, desenvolvida, alongada e
projetada dorsalmente, afilada no dpice (Fig. 6a). Unco delgado em vista lateral, regido
basal fusionada ao tegume; dpice distal afilado e com microcerdas de base varidvel,
apresentando ou nao base dilatada (Figs. 7d-e). Bracos do gnato se articulam com o
tegume e unco e projetam-se ventralmente; porcao distal fusionada e com esculturagdes

em vista dorsal (Fig. 7f).

Valva com gancho basal longo, curvado dorsal e anteriormente, atingindo o
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Figura 6. Genitdlia masculina de Philaethria wernickei. a, vista lateral esquerda interna;
b, fultura inferior, vista ventral; c, valva esquerda, vista externa; d, valva esquerda, vista

interna; e, edeago, vista dorsal; f, edeago, vista lateral esquerda.
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Figura 7. Genitdlia masculina de Philaethria wernickei em microscopia eletronica de
varredura. a, crista valvar, vista lateral externa; b, crista valvar, vista lateral interna; c,
detalhe da crista valvar; d-e, micro cerdas da regido distal do unco; f, detalhe da regidao
distal do gnato, vista dorsal; g, detalhe da regido posterior da fultura inferior, vista

ventral. Barras = 150, 150, 30, 5, 10, 150, 100 um, respectivamente.



Figura 8. Variagoes da crista valvar de Philaethria wernickei. Barras = 100 pm.
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terco distal do unco (Figs. 6¢-d); costa da valva arredondada, com projecdo posterior
arredondada e ornamentada com microtriquias em forma de espinho (Fig. 7c). Esta
regido € varidvel quanto a forma e presenca de espinhos (Fig. 8), os quais sdo menos

numerosos em vista lateral externa (Fig. 7a) do que interna (Fig. 7b).

Edeago cilindrico e esclerotizado (Figs. 6e-f). Por¢do anterior dilatada, com
abertura dorso-anterior, de onde se projeta o bulbo ejaculatério. Por¢do posterior
afilada. Sustentando ventralmente o edeago, a fultura inferior (Fig. 6b), triangular, com

projecao posterior triangular, afilada e ornamentada com microtriquias (Fig. 7g).

Philaethria pygmalion

Apresentou variacdo nas caracteristicas da genitalia dentro do intervalo descrito

e ilustrado acima para P. wernickei.

Morfometria linear

Considerando o resultado anterior e a auséncia de indicativos posteriores,
agrupou-se P. pygmalion e P. wernickei, que doravante serdo denominadas P.

wernickei, a menos que seja necessdrio destaca-las.

O comprimento da asa posterior de Philaethria wernickei (Fig. 9b) diminuiu
significativamente com o aumento da latitude (y = -0,0113x + 3,2093; R? = 0,1581;
p<0.0001; n = 288). Contudo, houve uma sobreposicio deste parametro entre todos os

intervalos de latitude (Fig. 9b).

Os dados quanto a propor¢ao AB/DE (Figs. 9c, 10) indicaram a existéncia de

uma variacdo continua e crescente desta caracteristica ao longo da distribui¢dao
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Figura 9. Morfometria linear da asa posterior de Philaethria wernickei em relacdo a
latitude. a, caracterizacdo dos vetores mensurados em vista dorsal e ventral (detalhe
pontilhado); b, variacdo no comprimento da asa (AB); c, variagdo da relacdo entre o
comprimento da asa posterior e a largura da banda pés-discal (AB/DE); d, variagcdo da
relacdo entre a largura da banda pds-discal mediana e a largura da banda pds-discal
interna (EF/DF). Box plots indicam medianas e respectivos quartis. Numeros sobre as

barras em b, representam o tamanho amostral.
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Figura 10. Variag¢ao de largura da banda pds-discal nas asas posteriores de Philaethria

wernickei, em vista dorsal. Barras = 1 cm.
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Figura 11. Variacdo de largura da banda pds-discal mediana e pds-discal interna nas

asas posteriores de Philaethria wernickei, vista ventral. Barras = 1 cm.
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latitudinal (y = 0,0602x + 4,5688; R2 = 0,4944; p<0.0001; n = 288). A proporcao EF/DF
(Figs. 9d, 11) também aumentou progressivamente com o aumento da latitude (y =
0,0064x + 0,4377; R?2 = 0,1164; p<0,0001; n = 288). Porém, a variacdo total dos dados
para ambas as proporcoes (Figs. 9c,d) demonstrou a existéncia de uma completa

sobreposicdo destes entre todas as classes latitudinais.

Os indices de classificagcdo correta, inferidos por DL com valida¢ao cruzada, a
partir dos espécimes identificados por sua respectiva classe de latitude para os trés

parametros apresentados acima foi 37, 44 e 31%, respectivamente.

Morfometria geométrica

P. dido x P. wernickei (= P. wernickei + P. pygmalion)

As andlises de ordenamento dos componentes principais (PC) para comparacao
da forma das asas anteriores (Fig. 12a) e posteriores (Fig. 12b) entre P. dido, P.
wernickei e P. pygmalion mostraram que os dois primeiros componentes principais
explicam mais de 95% da variagdo da forma. PC1 distinguiu por agrupamentos distintos
a forma das asas anterior e posterior de P. dido das asas de P. pygmalion + P. wernickei.
Porém, ndo diferenciou as asas anteriores e posteriores de P. pygmalion de P. wernickei.

PC2 ndo demonstrou distin¢@o entre as espécies analisadas.

A porcentagem de classificacdo correta pela DL foi de 100% para P. dido e P.
wernickei + P. pygmalion. Dentre P. wernickei e P. pygmalion a porcentagem de

classificacdo correta foi inferior a 60%.
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Figura 12. Ordenamento de Philaethria dido (pontos azuis) e P. wernickei (pontos
vermelhor) nos componentes 1 e 2 das andlises de componentes principais, realizadas
com os residuos de sobreposic¢do de Procrustes, para a forma da asa anterior (a) e da asa
posterior (b). Entre parénteses, encontram-se as percentagens de variancia explicadas
por cada eixo. Graficos inseridos abaixo do eixo X e ao lado do eixo Y representam as
deformacdes médximas e minimas relativas a forma média dos marcos anatdmicos em

cada componente principal, visualizadas através da funcdo thin plate splines.
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P. wernickei (= P. wernickei + P. pygmalion)

Os PC 1 e 2 explicaram mais de 95% da variac@o de forma das asas anteriores e
posteriores quando os espécimes sdo identificados por classes de latitudes (Fig. 13a-b).
Entretanto, nenhum dos dois PCs permitiu diferenciar as classes de latitude
correspondente. A classificagdo correta por LDA dos espécimes por classes de latitude

foi de 56.7% para asa anterior e de 65.97% para a posterior.

A classificagdo dos espécimes, pelo critério de agrupamento de largura da banda
pos-discal obtido pela morfologia linear, também ndo permitiu separd-las, embora os
PCs 1 e 2 explicassem mais de 95% da variagdo da forma das asas anterior e posterior
(Fig. 14a-b). LDA resulta em 39 e 57% de classificacdo correta para o uso da asa

anterior e posterior a respeito, respectivamente.

Dados moleculares
Caracterizacdo dos dados nucleotidicos

Foram obtidos 1259 pares de bases de mtDNA para 23 espécimes; ndo se obteve
seqiiéncias para dois individuos de P. wernickei. Da totalidade de sitios examinados,

8.5% foram variaveis e, 6.98%, informativos (Tab. III).

Foram obtidas seqiiéncias de 453, 390 e 761pb para os genes nucleares wg, Tpi e
Th, respectivamente (Tab. III). Somente Tpi apresentou indels. Ndo se obteve seqii€éncia
de P. diatonica para wg; as demais seqii€ncias faltantes correspondem a individuos de

P. wernickei (Tab. III).

Dos trés genes amostrados, Tpi foi o que apresentou 0 maior nimero de sitios

varidveis (15%) e, conseqiientemente, maior numero de sitios informativos (7.4%). A
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Figura 13. Ordenamento de Philaethria wernickei por intervalos de latitude nos
componentes 1 e 2 das andlises de componentes principais, realizadas com os residuos
de sobreposicdo de Procrustes, para a forma da asa anterior (a) e da asa posterior (b).
Entre parénteses as percentagens de varidncia explicadas por cada eixo. Gréficos
inseridos abaixo do eixo X e ao lado do eixo Y representam as deformacdes maximas e
minimas relativas a forma média dos marcos anatdmicos em cada componente principal,

visualizadas através da funcao thin plate splines.
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Figura 14. Ordenamento de Philaethria wernickei por categoria de propor¢do AB/DE
conforme andlise morfoldgica linear, nos componentes 1 e 2 das andlises de
componentes principais, realizadas com os residuos de sobreposi¢do de Procrustes, para
a forma da asa anterior (a) e da asa posterior (b). Entre parénteses, encontram-se as
percentagens de varidncia explicadas por cada eixo. Graficos inseridos abaixo do eixo X
e ao lado do eixo Y representam as deformacOes médximas e minimas relativas a forma
média dos marcos anatdmicos em cada componente principal, visualizadas através da

funcdo thin plate splines.
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TABELA III. Caracterizac¢ao das seqiiéncias.

Numero Sitios Composicao de bases

Sitios oA Modelo
Gene de Tamanho informativos parcimdnia evolutivo
seqiiéncias informativos T C A G

COl 23 1259 108 88 30.1 12.9 41.6 153  GTR+I
Tpi 18 390 59 29 35.2 20.3 32.5 120  HKY+G
wg 19 453 10 6 23.5 28.6 22.5 254 K80
Th 24 761 15 6 25.9 21.1 22.7 303 GTR
Tpi+wg+Th 24 1580 77 38 27.0 23.1 24.4 25.6 GTR+I

COI+Tpi+wg+Th 23 2839 183 115 28.4 18.2 32.6 20.7  GTR+I
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variacdo em wg e Th foi proxima (2,2 e 1,9%, respectivamente), bem como a de sitios

informativos (1,32 e 0,78 %, respectivamente).

O conjunto de dados total contém 2839 nucleotideos (1259 mitocondriais + 1580
nucleares). As seqiiéncias de cada individuo foram submetidas ao GenBank e aguardam

ndmero de acesso.

Modelos de evolugdo de seqiiéncia

Houve pouca variagdo entre os modelos de seqiiéncia evolutiva selecionados
para cada gene (Tab. III), bem como para a combinacdo dos dados nucleares e
mitocondriais e nucleares. Assim, inferiu-se a auséncia de incongruéncia na

concatena¢do dos dados para reconstrucao da arvore filogenética.

Analises filogenéticas

A topologia dos filogramas obtidos pelos dois métodos de inferéncia filogenética
sdo similares (Figs. 15-20), sustentando um clado monofilético sem estruturacdo interna
definida, composto por P. pygmalion e P. wernickei. A inferéncia Bayesiana suporta
este clado com 100% de probabilidade posterior (exceto para Th, 99%). Ja por mdxima
verossimilhanga (MV), o clado € suportado com bootstrap de 100% na maior parte dos
conjuntos de dados, exceto wg (97%) e Th (67%). Os espécimes de P. dido e P.
diatonica posicionam-se sempre externas a esse clado, porém as relagdes ndo sio
resolvidas. Os filogramas individuais para cada gene sdo ilustrados nas Figs. 15-18 e, as
hipéteses com todos os genes nucleares e com os genes nucleares e mitocondriais

concatenados, nas Figs. 19-20, respectivamente.
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A 4rvore filogenética obtida para wg (Fig. 15) demonstrou um clado com baixos
valores de suporte (68% BA, <50% MV), para a maior parte dos espécimes de P.
pygmalion e P. wernickei, tendo o individuo 94-08 externo a este. Ja a de Tpi (Fig.16),
indicou diversos clados internos a (P. pygmalion + P. wernickei), com valores de
suporte inferiores a 80% de probabilidade BA e, por MV, sempre inferiores a 50% por
bootstrap. A inferéncia BA para Th (Fig. 17a) foi muito préxima a recuperada para wg,
formando um clado sem estruturacdo interna com P. pygmalion e P. wernickei; MV
(Fig. 17b), por sua vez, indicou alguns clados internos com valor de suporte por

bootstrap inferiores a 50%.

A arvore construida com base em dados de mtDNA (Fig. 18) demonstrou os
mesmos clados internos (P. pygmalion + P. wernickei) pelos dois métodos de
estimativa filogenética (valores de suporte >50%). O clado monofilético mais interno,
formado por nove terminais, agrupa os espécimes provenientes da regido sul do Brasil
(Apéndice 1). Entretanto, os demais espécimes, provenientes da regido norte do Brasil
(Apéndice 1), ndo formam clados monofiléticos suportados. Os dois individuos de P.

dido agrupam-se externamente em um clado.

N

Os resultados relativos a andlise dos genes nucleares concatenados (Fig. 19)
foram congruentes com aqueles obtidos para cada gene em separado. P. pygmalion e P.
wernickei, novamente formando um clado com 100% de suporte. A inferéncia por MV
(Fig. 19b) demonstrou a existéncia de um cladograma com diversos clados com indices
de suporte por bootstrap inferiores a 50%; BA (Fig. 19a), por sua vez, ndo recuperou

nenhuma estruturagdo interna.

Todo o conjunto de dados concatenados (mtDNA + nDNA, Fig. 20) indicou uma

topologia geral muito proximo ao de mtDNA. Provavelmente influenciado por essas
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Figura 15. Arvores Bayesiana (a) e de Maxima Verossimilhanca (b), com base no gene
nuclear wg. Valores nos ramos indicam indice de probabilidade posterior e valor de
suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente; ramos sem numeros indicam
valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P. diatonica; p, P. pygmalion (senso

Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso Constantino & Salazar 2010).
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Figura 16. Arvores Bayesiana (a) e de Maxima Verossimilhanca (b), com base no gene
nuclear 7pi. Valores nos ramos indicam indice de probabilidade posterior e valor de
suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente; ramos sem numeros indicam
valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P. diatonica; p, P. pygmalion (senso

Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso Constantino & Salazar 2010).
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Figura 17. Arvores Bayesiana (a) e de Maxima Verossimilhanca (b), com base no gene
nuclear Th. Valores nos ramos indicam indice de probabilidade posterior e valor de
suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente; ramos sem numeros indicam
valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P. diatonica; p, P. pygmalion (senso

Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso Constantino & Salazar 2010).
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Figura 18. Arvores Bayesiana (a) e de Maxima Verossimilhanca (b), com base no gene
mitocondrial COI. Valores nos ramos indicam indice de probabilidade posterior e valor
de suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente; ramos sem nimeros indicam
valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P. diatonica; p, P. pygmalion (senso

Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso Constantino & Salazar 2010).
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Figura 19. Arvores Bayesiana (a) e de Médxima Verossimilhanca (b), com base nos
genes nucleares concatenados. Valores nos ramos indicam indice de probabilidade
posterior e valor de suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente; ramos sem
nimeros indicam valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P. diatonica; p, P.
pygmalion (senso Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso Constantino &

Salazar 2010).
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Figura 20. Arvores Bayesiana (a) e de Médxima Verossimilhanca (b), com base nos
genes nucleares e mitocondriais concatenados. Valores nos ramos indicam indice de
probabilidade posterior e valor de suporte por bootstrap para cada nd, respectivamente;
ramos sem numeros indicam valores inferiores a 50%. dd, Philaethria dido; di, P.
diatonica; p, P. pygmalion (senso Constantino & Salazar 2010); w, P. wernickei (senso

Constantino & Salazar 2010).
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seqiiencias, o mesmo ‘“‘clado Sul” foi suportado nessa andlise. Novamente, ndo houve

monofilia para as espécies do norte.

Excetuando-se o gene CO, nenhuma andlise recuperou as relagdes filogenéticas
entre os dois espécimes de P. dido. As relacdes entre P. dido, P. diatonica e P.

wernickei também nao foram resolvidas.

Andlises populacionais em P. wernickei

A divergéncia pareada das seqiiéncias entre as espécies variou de 0.004 a 0.054
para mtDNA e, de 0.000 a 0.006, para nucleares concatenados (Tab. IV). A varia¢do por
Fsr (Tab. V) foi de 0.000 a 0.357 e, de -0.001 a 0.456, para mtDNA e nuclear,
respectivamente. Os maiores valores de divergéncia corresponderam a diferenca de P.
pygmalion e P. wernickei para as demais espécies, € os menores valores, entre P.

pygmalion e P. wernickei.

Ao comparar as populacdes dos extremos de distribuicdo Norte e Sul de P.
wernickei a divergéncia genética aumentou, tanto entre espécies quanto dentro de P.

wernickei (Tabs. VI e VII).

P. wernickei apresentou 8 hapldtipos mitocondriais. A maior diversidade
haplotipica foi encontrada dentre espécimes do norte, todos com freqiiéncias
aproximadas entre si. J4 os individuos do sul apresentaram dois haplétipos, sendo um
(H7) com maior freqiiéncia. A rede de haplétipos (Fig. 21a) indicou que a distancia
entre os dois grupos € de 7 passos mutacionais. Por outro lado, a distancia entre P.

wernickei, P. dido e P. diatonica foi superior a 30 mutagdes.
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TABELA IV. Divergéncia pareada das seqiiéncias entre espécies de Philaethria. Abaixo
da diagonal, valores de genes nucleares concatenados; acima da diagonal, mtDNA
(CO). Asterisco indica que a identificacao segue Constantino & Salazar (2010), prévia a
este estudo.

Espécie P. diatonica P. dido P. pygmalion*  P. wernickei*
P. diatonica 0.051 0.051 0.051
P. dido 0.006 0.054 0.054
P. pygmalion* 0.005 0.004 0.004
P. wernickei* 0.005 0.004 0.000

TABELA V. Medida de diferenciacdo genética, Fsr, entre as espécies de Philaethria.
Abaixo da diagonal, valores de genes nucleares concatenados; acima da diagonal,
mtDNA (CO). Asterisco indica que a identificacdo segue Constantino & Salazar (2010),
prévia a este estudo.

Espécie P. diatonica P. dido P. pygmalion*  P. wernickei*
P. diatonica 0.066 0.357 0.075
P. dido 0.295 0.222 0.071
P. pygmalion* 0.456 0.226 0.000

P. wernickei* 0.362 0.163 -0.001
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TABELA VI. Divergéncia pareada das seqii€éncias entre espécies as espécies de
Phialethria e grupos de P. wernickei. Abaixo da diagonal, valores de genes nucleares
concatenados; acima da diagonal, mtDNA (CO).

Espécie P. diatonica P. dido P vﬁgfti:kei P wesizzlickei
P. diatonica 0.041 0.053 0.054
P. dido 0.006 0.055 0.058
P. wernickei Norte 0.008 0.007 0.007
P. wernickei Sul 0.009 0.008 0.001

TABELA VII. Medida de diferenciacdo genética, Fsr, entre as espécies de Philaethria e
grupos de P. wernickei. Abaixo da diagonal, valores de genes nucleares concatenados;
acima da diagonal, mtDNA (CO).

Espécie P. diatonica P. dido P vﬁg?ti;kei P weSf;ﬁickei
P. diatonica 0.519 0.968 0.996
P. dido 0.295 0.852 0.859
P. wernickei Norte 0.514 0.284 0.858

P. wernickei Sul 0.396 0.183 0.204
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B P wernickei norte
[ ] P. wemickei sul
[ P diatonica

[ ] P dido

H2

H3 H5

H4

Figura 21. Rede de haplétipos descrevendo as relacdes entre as populacdes de
Philaethria wernickei amostradas no norte e no sul do Brasil. Cada circulo representa
um haplétipo e, o tamanho destes, indica a freqii€ncia relativa correspondente. O padrao
diferencial de coloracdo indica a frag@o de observacdes nas diferentes populagdes como
indicado na legenda interna. Os pequenos circulos pretos indicam as substitui¢des

nucleotidicas inferidas naquele ramo.
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A rede de haplétipos com as seqiiéncias nucleares concatenadas (Fig. 21b) ndo
demonstrou a existéncia de separacdo entre os individuos do Norte e do Sul. Somente

um alelo é exclusivo do Norte € um do Sul.

3.5 DISCUSSAO

Philaethria compreende um grupo de espécies taxonomicamente complexo
devido a poucas caracteristicas morfoldgicas diagnésticas. Propdem-se a sinonimia de
Philaethria wernickei com P. pygmalion, syn. nov., € em conseqiiéncia a expansdo da
distribuicdo geogréfica desta, sendo desta forma assim tratado doravante neste estudo,
uma vez que caracteres morfologicos, morfométricos e genéticos aqui apresentados nao
suportam a separagdo destas em duas entidades bioldgicas distintas. A seguir,

discutiremos detalhadamente, os aspectos que corroboram tal iniciativa.

Morfologia da genitalia masculina

De uma maneira geral, a genitdlia masculina de P. dido aqui descrita ndo difere
substancialmente daquela contida nas descricdes de Brown & Mielke (1972) e
Constantino & Salazar (2010). A regido basal e em forma de espinho da valva sempre
foi encontrada projetando-se dorsal e anteriormente, diferindo do ilustrado por
Constantino & Salazar (2010), o que deve ser revisto. Nao obstante, as caracteristicas
diferenciais na genitdlia e asa permitem separar com seguranga esta espécie de P.

wernickei.

Constantino & Salazar (2010) utilizam duas caracteristicas de genitdlia para
diferenciar P. pymalion e P. wernickei; presenca e auséncia de tufos de cerdas no

tegume e a forma da projecdo da valva, arredondada e “esvaziada”, em P. pygmalion e
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P. wernickei, respectivamente. Entretanto, todos os individuos avaliados no presente
estudo apresentaram estas cerdas e a forma da projecdo arredondada da valva e a
distribuicdlo dos microespinhos mostraram-se extremamente varidveis, nao
corroborando os caracteres utilizados por esses autores. Brown & Mielke (1972)
também ndo apontam diferengas entre as valvas para essas espécies. Além disso,
estruturas adicionais avaliadas, antes ndo exploradas nas descricdes de genitdlias de
Philaethria, também ndo mostraram diferencas entre P. pygmalion e P. wernickei (senso

Constantino & Salazar 2010).

Diversas estruturas da genitdlia masculina tem sido historicamente
negligenciadas em Heliconiini, mesmo tendo potenciais caracteristicas diagnosticas.
Moreira & Mielke (2010), por exemplo, descrevem grande variagdo no saco e cristas
valvares em Neruda; grande variedade de formas na fultura inferior e no unco, que
também podem ser observadas em Charaxinae (Mielke et al. 2004; Dias et al. 2010).
Além das estruturas usualmente utilizadas nas descri¢cdes de Philaethria, outras como
fultura inferior, gnato e unco, podem conter caracteristicas diagnosticas. Por exemplo,
para diferenciar P. dido de P. wernickei, pode-se utilizar a fultura inferior, na regido
posteiror, que entra em contato direto com o edeago; o gnato, pela densidade e

distribuicao da esculturacio, e no unco, pelas microcerdas encontradas no apice.

Morfometria linear

Para diminuir a subjetividade de conclusdes taxondmicas em casos de dificil
resolucdo, a estatistica morfométrica € aplicada, principalmente com medidas lineares.
Estas mensuragdes envolvem principalmente variagdes no tamanho de estruturas em
particular e sua andlise permite visualizar as variagdes intra- e inter-especificas (Rohlf

1990; Mutanen & Pretorius 2007). Apesar de sobreposi¢Oes de caracteres métricos entre
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diferentes espécies serem comuns, € esperado que o conjunto de dados permita

identifica-las corretamente.

Entretanto, para tais aproximacoes estatisticas é necessdrio um grande nimero
amostral, cobrindo boa parte da distribui¢ao geogréfica, a fim de se incluir uma variagao
representativa nas andlises. Em Philaethria, foram utilizados tradicionalmente para tal,
caracteristicas de colorag@o das asas, mas com base em poucos exemplares (ex., Salazar
1991; Constantino 1999; Brévignon 2002; Constantino & Salazar 2010), o que ndo leva
em consideracdo a existéncia de polimorfismos e/ou plasticidade fenotipica, assim como

de praxe na maior parte dos trabalhos alfa-taxondmicos.

A avaliagdo das caracteristicas da asa posterior utilizadas para distinguir P.
pygmalion e P. wernickei (senso Constantino & Salazar 2010) falhou em identificar os
espécimes, tendo indices de classificacdo correta reduzidos, corroborando a hipétese
suportada pela morfologia da genitdlia masculina, de que constituem apenas uma
entidade bioldgica. Observando-se a variacdo das manchas das asas entre individuos de
P. wernickei por classes latitudinais de distribuicdo geogréfica, também ndo ha
sustentacdo para a separacao desta em duas espécies, mas sim a existéncia de uma clina
norte/sul, para a largura da banda pds-discal; porém, uma completa sobreposi¢do para
EF/DF. Assim, os resultados ndo corroboram as caracteristicas utilizadas por
Fruhstorfer (1912) e Constantino & Salazar (2010), respectivamente, para diferenciar P.

wernickei e P. pygmalion.

Morfometria geométrica

Devido a sua capacidade de detectar pequenas diferencas na forma, a

morfometria geométrica tem sido amplamente utilizada para a compreensao da evolucdo
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de estruturas bioldgicas (Klingenberg et al. 2001; Monteiro & Nogueira 2009) e de
padrdes de forma que permitam delimitar espécies (Villemant et al. 2007; Valenzuela et

al. 2009).

As anélises por componentes principais e discriminante realizadas neste estudo
sustentaram a separagdo de P. dido e P. wernickei, corroborando os resultados obtidos
pela morfologia da genitdlia masculina e caracteristica da margem da asa. Entretanto,
falharam ao distinguir P. wernickei e P. pygmalion (senso Constantino & Salazar 2010).
O modo usual de identificacao destas duas espécies deveria reconhecer as caracteristicas
fenotipicas diferenciais de extremos de distribuicdo; entretanto, os resultados
correspondentes ndo permitiram sequer diferenciar as populacdes do Norte e do Sul do

Brasil.

Uma variedade de processos biologicos, inclusive adaptagdes a fatores
geograficos locais, produz diferencas na forma entre individuos ou espécies (Zelditch et
al. 2004). Apesar de diferencas intra-especificas sutis no desenvolvimento serem
detectadas pela morfometria geométrica como, por exemplo, dessemelhancgas intra-
especificas em Drosophila e Heliconius erato phyllis, determinadas pela utilizacido de
plantas hospedeiras distintas (Soto et al. 2008a,b; Jorge et al. 2011), ndo ha indicios de
estruturacdo ao longo da distribuicao geogréfica de P. wernickei por nenhum dos fatores
testados, formando um grupo coeso e inexistindo diferencas significativas inclusive

entre os extremos.

Analises filogenéticas

Em sua maioria, os trabalhos filogenéticos em Heliconiini utilizam a totalidade

de espécies contidas nos “gé€neros basais”, exceto Philaethria (Brower & Egan 1997;
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Penz 1999; Beltran et al. 2007). Todos sustentam a monofilia do género, mas por nio

utilizarem as mesmas espécies ndo permitem elucidar as suas relacoes.

Os genes utilizados, em separado ou concatenados, também ndo permitem
esclarecer as relagdes filogenéticas entre as trés espécies empregadas, P. diatonica, P.
dido e P. wernickei (= P. wernickei + P. pygmalion senso Constantino & Salazar 2010).
O gene Efl-o (Beltran et al. 2007) aparentemente separou P. diatonica de P. dido.
Caracteres morfologicos dos estdgios imaturos e adulto ndo estabelecem relagdes entre

as trés espécies de Philaethria (Penz 1999).

As arvores de genes recuperam um clado monofilético para P. wernickei (= P.
wernickei + P. pygmalion senso Constantino & Salazar 2010) sustentado em mais de
95% por probabilidade Bayesiana e bootstrap. Além disso, ndo hd evidéncias de
estruturacdo interna a este clado que apdie a divisao de P. wernickei em duas espécies,
pois a topologia deste € basicamente uma politomia, remetendo ao padrdo comum de
filogenias intra-especificas (ex., Wang et al. 2008; Wei et al. 2010). H4, por outro lado,

indicios de estruturac¢ao norte-sul evidenciado pelo DNA mitocondrial.

Analises populacionais

Os valores de Fgsr pareados, a partir dos dados de seqiiéncias, evidenciam
isolamento por fluxo génico entre as espécies P. dido, P. diatonica e P. wernickei. As
relacdes dos haplétipos de DNA mitocondrial de P. wernickei indicam um clado
fortemente estruturado na regido norte e outro na regido sul. Por outro lado, os loci de
DNA nuclear, nao reconstituem esta separagdo geografica. Diferencgas entre os tipos de
marcadores podem resultar das caracteristicas de herdabilidade inerentes a cada um. A

estruturacdo de hapldétipos nas regides norte-sul pode indicar que as fémeas de P.
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wernickei apresentam filopatria, ou que se dispersam em menores distincias que o0s
machos, padrdes existentes em outros grupos animais (e.g., Girman et al. 2001).
Também, pode indicar a retengdo de um polimorfismo ancestral suportado por alguma
barreira geogrdfica. Para inferir acerca desta separacdo norte-sul, sdo necessdrios
maiores esforcos de amostragem em localidades intermedidrias, bem como uso de

marcadores de co-dominancia, como microssatelites e AFLPs.

Consideracoes adicionais

As variacdoes morfoldgicas das asas e genitdlia de P. wernickei proporcionam
questionamentos sobre as caracteristicas que fundamentam a descri¢do e a delimitacdo
de espécies no género. Como se acredita que a genitdlia masculina € extremamente
varidvel e selecionada sexualmente (Hosken & Stockley 2004), torna-se necessirio
admitir a possibilidade de variacdes inter-especificas. De fato, leves diferencas entre

genitdlias sdo usualmente suficientes para a descricao de novas espécies.

A diversidade intra-especifica nos padrdes e tons de coloracdo em asas de
Lepidoptera sdo amplamente documentados, podendo resultar de polifenismos sazonais
(Ruszczyk et al. 2004; Tiple et al. 2009), dimorfismo sexual (Kunte 2008), variacdo
geografica e mimetismo (Joron et al. 1999; Quek et al. 2010), entre outros aspectos.
Em Heliconius e Eueides (Heliconiinae: Heliconiini), variagdes intra-especificas nos
padrdoes de coloracdo de asas tem sido documentadas e diversas racas geograficas
amplamente reconhecidas (Brown 1976; Brower 1994; Holzinger & Holzinger 1994;
Hay-Roe 2008). Em contraste, em gé€neros como Dione e Philaethria, considerados
basais, toda variagdo desta ordem parece ser suficiente para a descricdo de novas

espécies (ex., Constantino & Salazar 2010).
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Em Philaethria, tem-se utilizado como base para delimitacdo de novas espécies
os resultados obtidos por Suomalainen & Brown (1984) e Brown et al. (1992), que
determinaram nimeros cromossOmicos haploides para as espécies descritas até entdo,
sugerindo que P. dido representa um complexo de espécies devido aos diversos
conjuntos cromossdmicos diferentes encontrados. A partir dessa hipdtese procuraram-se
diferengas morfoldgicas entre os individuos de cada nimero cromossomico haploide
para sustentar novas espécies. Este procedimento estd de acordo com a idéia de
especiacdo cromossOmica, em que diferentes arranjos cromossOmicos representam
unidades bioldgicas distintas, pois 0s novos rearranjos atuariam como barreira
reprodutiva pds-zigética (Lande 1984). Entretanto, algumas espécies animais
apresentam-se extremamente conspicuas, mesmo com polimorfismo cromossdomico
(Fernandes et al. 2009) e morfoldgico (Gongalves & Freitas 2009). Independentemente,
¢ importante salientar que Suomalainen & Brown (1984) e Brown et al. (1992)
apontaram 0 mesmo numero cromossomico (n = 29) para P. wernickei e P. pygmalion
(senso Constantino & Salazar, 2010), o que, por este critério, ndo justificaria a

separacao destas como identidades bioldgicas distintas.

Os resultados obtidos, embora restritos as espécies de ocorréncia no Brasil,
demonstra a necessidade de revisdo genérica de Philaethria, com base em abordagem
metodoldgica integrativa, a fim de delimitar conspicuamente as espécies e permitir a
elaboracdo de hipéteses filogenéticas. Além disso, sugere-se que seja explorado a
respeito da origem relativa da pequena diversidade fenotipica de Philaethria, quando
comparado com géneros mega diversos da tribo. Questdes a serem respondidas neste
sentido,relacionam-se a: 1) confirmacdo ou ndo de estruturacdo genética norte/sul
encontrada em P. wernickei e/ou a existéncia de fluxo génico entre essas populagdes; 2)

a situacdo andloga em P. dido, visto que ao contrario do exposto por Constantino &
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Salazar (2010), hd populacdes desta espécie também na Floresta Atlantica brasileira; e
3) a determinacdo do papel do uso diferenciado, ou ndo, das plantas hospedeiras ao
longo desse gradiente latitudinal. Esta ultima proposicdo justifica-se, visto que
recentemente foi demonstrada a existéncia de um continuo na distribui¢do de algumas
espécies de passiflordceas entre a Amazonia e Mata Atlantica (Moreira et al., 2011) e,
em adi¢do, que a planta hospedeira utilizada pelos imaturos dos heliconineos pode

influenciar na forma dos adultos correspondentes (Jorge ef al. 2011).
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4. CONCLUSOES

As diversas abordagens metodoldgicas utilizadas demonstraram ndo ser possivel
distinguir P. wernickei de P. pygmalion. As caracteristicas morfoldgicas comumente
utilizadas para tal representam variagdes intra-especificas e as drvores de genes
indicaram um clado monofilético sem evidéncias de estruturacdo interna que apodie a
divisdo de P. wernickei em duas espécies ou subespécies, pois a topologia deste €
basicamente uma politomia, remetendo ao padrio comum de filogenias intra-
especificas. Ha, por outro lado, indicios de estruturagdo norte-sul evidenciado pelo
DNA mitocondrial.

Embora restritos as espécies de ocorréncia no Brasil, os resultados demonstram a
necessidade de revisdo genérica de Philaethria, com base em abordagem metodoldgica
integrativa, a fim de delimitar coesamente as espécies e permitir a elaboracdo de

hipéteses filogenéticas.
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Apéndice 1

Lista de material examinado neste trabalho. Espécimes utilizados em alguma
andlise em particular estdo identificados pelo cddigo abaixo:

" = morfometria geométrica;
* = morfometria linear;
:

= analises moleculares;

D e e .
= genitalias dissecadas.

P. dido (Brasil): - Acre: Bujari, 18-20.1X.2003, 200 m., O. MIELKE, C. MIELKE &
CASAGRANDE leg., 1 & (DZUP 20765"); Cruzeiro do Sul, Oberlauf des Rio Jurud, 7-
9.111.1979, 200 m., H. EBERT leg., 1 & (DZUP 163827, “ex Colecdo H. Ebert”);
Cruzeiro do Sul, Quellgebiet der Rio Jurud, 13.V.1972, 200 m., S. ZARNN leg., 1 &
(DZUP 17228", “Colecdo H. Ebert”); Iquiri, P. E VANZOLINI leg., 3 &3 (MZUSPY);
Manoel Urbano, 21.11.2008, ANTONELLI leg., 1 @ (DZUP 20800); Porto Walter, 1 &
(MZUSPT); Santa Rosa do Purus, 6-12.VIL.2008, Mielke & Casagrande leg., 1 @ (LMCI
65-1""); Senador Guiomard, Reserva Catuaba, 31.1-5.11.2009, MIELKE & CASAGRANDE
leg., 2 &3 (DZUP 20688", 206957, 2 99 (DZUP 20681, LMCI 66-1"®); Seringal
Oriente, Rio Jurud, 30.VIL1926, F. C. NovAEs leg., 1 & (DZUP 16564, “Coll.
D’Almeida”); Uaupés, Rio Negro, 3.V.1951, PADRE FALCO leg., 1 & (DZUP 17165T,
“Colecao H. Ebert”); Xapuri, Seringal Esperanca, 6-7.1X.2004, 200 m., O. MIELKE &
CASAGRANDE leg., 1 & (DZUP 20772"); Xapuri, GUINLE & OrricIcA leg., 2 373
(MNRJ™®, “Colecio José Oiticica Filho™); Xapuri, 1 & (MNRJ', “Colecdo José Oiticica
Filho); 1 @ (MNRIJ, “Cole¢ao José Oiticica Filho™). - Alagoas: Maceid, 16.V.1943, A.

CARDOSO leg., 1 & (DZUP 20821*, “ex Colecao A. Cardoso”). - Amapd: Porto Santana,
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ICOMI, RopPA & MIELKE leg., I @ (MNRJ). - Amazonas: Benjamin Constant, Rio
Itacoahi, 15.X.1940, PARKO leg., 1 & (MNRJ 45477, Benjamin Constant, Rio Javary,
11.1942, B. PoHL leg., 1 & (MZUSP); Benjamin Constant, Rio Javary, X.1942, B. POHL
leg., 1 @ (MZUSP); Benjamin Constant, X.1942, PARKO leg., 2 43 (MNRJ 4/550,
51/990); 1 @ (MNRIJ 4/549®); Manaus, PARKO leg., 1 {sem abdome} (MNRIJ 4/544);
Manaus, GARBE leg., 2 33 (MZUSP 48384", s/n°); Manaus, 1 & (MNRJ 51/9917®);
Pari Cachoeira, 10.V1.1949, J. C. M. C. leg., 1 ¢ (MNRJ‘L); Sdo Gabriel, Rio Negro,
14.VIIL1927, J. F. ZIKAN leg., 1 & (MNRJI™®); Sdo Gabriel, Rio Negro, 14.X1.1927, J.
F. ZIKAN leg., 1 @ (MNRIJ); Sdo Gabriel, Rio Negro, 28.X1.1927, J. F. ZIKAN leg., 1 &
(MNRJ); Sao Paulo de Olivenga, 1961, 1 & (DZUP 16679, “Cole¢do H. Ebert”); Sdo
Paulo de Olivenca, WAEHNER leg., 1 & (MNRJ 26/270"®); Sdo Paulo de Olivenca, 2
33 (MNRIJ 4/545™, 26/272); Tefé, 1 & (MZUSP). - Distrito Federal: Brasilia, Cabega
do Veado, 27.V.1979, GIFFORD leg., 1 & (DZUP 16620@). - Espirito Santo: Conceigdo
da Barra, 25.VIL.1968, C. & C. T. ELIAS leg., 1 & (DZUP 16665*); Conceicdo da Barra,
2-701X.1968, C. & C. T. ELIAS leg.,, 1 & (DZUP 16742); Conceigdo da Barra,
11.X.1968, C. & C. T. ELIAS leg., 1 & (DZUP 16693*); Conceic¢do da Barra, 25.X.1968,
C. & C.T.ELiAS leg., 1 @ (DZUP 16707*); Conceic¢do da Barra, 4.VIL.1969, C. & C. T.
ELIAS leg., 1 @ (DZUP 16721); Conceicao da Barra, 4.1X.1969, C. & C. T. ELIAS leg., 2
QQ (DZUP 166587, 16735); Conceic¢do da Barra, 4.X.1969, C. & C. T. ELIAS leg., 1 &
(DZUP 16714); Conceicdo da Barra, 17.X1.1969, C. & C. T. ELIAS leg., 1 @ (DZUP
16644"); Linhares, 10.IV.1974, ELIAS leg., 1 & (DZUP 166417®); 2 99 (DZUP 4069,
16592); Linhares, 17.1V.1974, ELIAS leg., 2 &3 (DZUP 17168, 17210"); Linhares,
5.V.1974, C. ELIAS leg., 1 @ (DZUP 4068); Linhares, 10.V.1974, ELIAS leg., 1 ¢
(DZUP 17182); Linhares, 25.V1.1974, C. ELIAS leg., 1 & (DZUP 16648"); 1 Q@ (DZUP

16634); Linhares, 17.VIL1974, ELIAS leg., 1 & (DZUP 16328™®); Linhares,
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28.VIIL.1974, ELIAS leg., 1 & (DZUP 16599'®). - Maranhdo: Imperatriz, Acailandia,
26.VIIL.1974, MIELKE leg., 1 @ (DZUP 16756). - Mato Grosso: Barra dos Bugres, Alto
Rio Paraguai, 26-29.VIL.1974, 150 m., H. & H. EBERT leg., 1 & (DZUP 17249,
“Colecdao H. Ebert”); Diamantino, Fazenda Sao Jodo, Alto Rio Arinos, 14.1.1978,
MIELKE & FURTADO leg., 1 4 (DZUP 16585'®); Santo Antonio, Rio Madeira, 1X.1933,
1 & (DZUP 17154@, “Coll. D’Almeida”). - Minas Gerais: Caxambu, 1933, DRr.
ADHEMAR COSTA leg., 1 @ (MNRJ 11177, “Colecgdo Dr. A. Costa”); Marliéria, Parque
Estadual do Rio Doce, 27.VII.1972, 200 m., H. & H. D. EBERT leg.,, 1 @ (DZUP
16613@). - Pard: Belém, Utinga, 11.1938, A. PINHEIRO leg., 1 & (MPEG); Belém,
Utinga, 22.IV.1951, RIFFLE leg., 19 (MNRJ@); Belém, Utinga, 5.11.1963, RopPA &
MIELKE leg., 1 ¢ (MNRJ®); Belém, Utinga, 12.11.1963, RoPPA & MIELKE leg., 1 @
(MNRJ); Belém, Utinga, 19.11.1963, ROPPA & MIELKE leg., 1 & (MNRJ); Belém, Vila
de Mosqueiro, “Floresta secundaria”, 12.1X.1998, 1 {sem abdome} (MPEG"); Belém,
Mosqueiro [Vila de Mosqueiro], 22.111.1989, R. VALENTE leg., 1 $ (MPEG); Gurup4,
X.1978, F. PORRES leg., 1 & (MZUSP); Juruti, XII.1971, KESSELRING leg., 1 & (DZUP
16777, “Colecdo H. Ebert”); Juruti, II1.1972, 1 & (DZUP 17235, “Colecdo H. Ebert”);
Melgaco, Caxiuana, ECFPn, “Laboratério Estacao”, 12-18.VIL.1998, 3 {sem abdome}
(MPEG); Monte Dourado, V.1977, C. FONSECA leg., 1 @ (MPEG); Obidos, 27.V1.1951,
RIFFLER leg., I @ (MNRIJ); Obidos, 1930, D’ ALMEIDA leg., 1 & (DZUP 16543, “Coll.
D’Almeida”); Obidos, 11.IX.1968, A. GENTILI leg., 1 @ (DZUP 16728, “ex Col.
Gagarin”); Obidos, XI.1968, J. KESSELRING leg., 1 @ (DZUP 17158, “Cole¢ao H.
Ebert”); Obidos, X.1968, 1 & (DZUP 17263, “Colecao H. Ebert”); Obidos, X1.1968, 1
4 (DZUP 17214, 17242, “Colec¢ao H. Ebert™); 1 @ (DZUP 17256, “Cole¢do H. Ebert”);
Obidos, E. MAY leg., 1 & (MNRJ ™); 299 (MNRJ 4/551, 26/273); Obidos, 1 &

(MZUSP, “ex Museu Dirings”); Obidos, 1 & (MNRJ 26/2717®); 1 © (MNRJ 4/548%); 1
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{sem abdome} (MNRIJ 88/608); Salvaterra, Ilha do Maraj6, 1-6.11.2010, K. R. BARAO
leg., 1 & (LMCI 100-33"*®); Santa Barbara, 02-03.1.2010, G. R. P. MOREIRA leg., 1 &
(LMCI 96—12(1)); Santarém, 27.1.2010, P. L. SiLvA leg., 1 @ (LMCI 94—10@); Santo
Anténio do Taud, 21.VL.1997, 1 & (RPPN Klagesi'); Santo Antonio do Tau,
17.VIL.1997, 1 & (RPPN Klagesi); Santo Antonio do Taud, 23.V1.2000, P. JAUFFERT
leg., 2 33 (MPEG, “ex. Colec¢ao P. Jauffert”); Santo Antonio do Taud, 03.VIL.2000, 1
4" (RPPN Klagesi); Santo Antdnio do Taud, 12.X1.2000, P. JAUFFERT leg., 1 & (MPEG,
“ex. Colegdo P. Jauffert™); Santo Antonio do Taud, 30.VIL2001, P. JAUFFERT leg., 1 &
(MPEQG, “ex. Cole¢do P. Jauffert”); Santo Antdonio do Taud, 24.VIIL.2001, P. JAUFFERT
leg., 1 @ (MPEG, “ex. Cole¢do P. Jauffert”); Santo Anténio do Taud, Reserva Sonho
Azul, 28.IX.2001, P. JAUFFERT leg., 1 & (RPPN Klagesi); Soure, Ilha do Marajo,
17.11.1963, ROPPA & MIELKE leg., 1 & (MNRIJ); Soure, Ilha do Marajo, 13-26.11.2009,
MIELKE & CASAGRANDE leg.,, 1 & (DZUP 20814), 1 @ (LMCI 67-1%); Vigia,
25.X1.2004, MIELKE & CASAGRANDE leg., 1 & (DZUP 20779). - Parand: Londrina,
IV.1938, 1 & (DZUP 17207, “Colecdo F. Justus Jr”). - Pernambuco: Recife,
Camaragibe, 7.1X.1958, H. EBERT leg., 1 & (DZUP 16627@); Tiuma [Livramento do
Tiuma], 3.VIIL.1958, 100 m., H. EBERT leg., 1 @ (DZUP 16333@). - Rio de Janeiro:
Rio de Janeiro, Botafogo, 1.VIIL.1961, 1 & (DZUP 16770™®, “ex col. Gagarin”);
Corcovado [Rio de Janeiro, Corcovado], 1920, DR. ADHEMAR COSTA leg., 1 {sem
abdome} (MNRJ 1114, “Colecio Adhemar Costa”); Corcovado [Rio de Janeiro,
Corcovado], 11.1934, D’ ALMEIDA leg., 1 & (DZUP 16672*, “Coll. D’ Almeida”); Gavea
[Rio de Janeiro, Gévea], 1933, DR. A. COSTA leg., 1 {sem abdome} (MNRJ 1118*,
“Colec@o Dr. Adhemar Costa”); Rio de Janeiro, Jacarepagud, 21.V.1945, O. C. SILVA
leg., 1 @ (DZUP 16749, “Coll. D’ Almeida”); Rio de Janeiro, Jacarepagud, 5.VIL.1961,

D’ALMEIDA leg., 1 & (DZUP 16763*, “Coll. D’ Almeida”); Rio de Janeiro, Sumaré, M.
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RosA leg., 1 {sem abdome} (MNRJ 57/992"). - Rondénia: Espigdo D’Oeste,
20.IX.1978, GIFFORD leg., 1 @ (DZUP 17196™, “ex Colecio Gifford”); Jaru, 4-
12.1X.1977, 250 m., GIFFORD & NEGRETT leg., 1 & (DZUP 17259, “ex Colegdo
Gifford”); Ouro Preto d’Oeste, 1-8.IX.1987, C. ELIAS leg., 1 & (DZUP 16424@,
“Projeto PoloNoroeste”); 1 @ (DZUP 172247, “Projeto PoloNoroeste); Pimenta Bueno,
V-VL1970, 2 33 (DZUP 171517, 17193); Pimenta Bueno, VIL.1970, 1 & (DZUP
17161"®); Pimenta Bueno, 8.1X.1970, 2 & (DZUP 172317, 17238"); Pimenta Bueno, 1
& (DZUP 17217"); Porto Velho, 15.VIL.1978, GIFFORD leg., 1 & (DZUP 17200"); Porto
Velho, 21.VIIL.1979, SHOOKNESS leg., 1 & (DZUP 17266'); Vilhena, 10.X.1986, C.
ELIAS leg., 1 & (DZUP 4067*, “Polonoroeste”); Vilhena, 11.XI1.1986, C. ELIAS leg., 1
4 (DZUP 16557, “Polonoroeste”). - Roraima: Alto Alegre, Ilha de Maracd, 24-
31.VIIL.1987, MIELKE & CASAGRANDE leg., 1 @ (DZUP 16340*); Alto Alegre, Ilha de
Maracd, 23-28.11.1988, MIELKE & CASAGRANDE leg., 1 & (DZUP 16347'%); 1 Q

(DZUP 16319).

P. wernickei (Brasil): - Alagoas: Chdo do Pilar, 7.X.1945, A. CARDOSO leg., 1 &
(DZUP 20758, “ex colecdo A. Cardoso™); Macei6, 22.VIIL.1943, A. CARDOSO leg., 1
4 (DZUP 20786“‘, “ex colecdo A. Cardoso”). - Amazonas: Manaos [Manaus],
IX.1927, E. MAY leg., 1 {sem abdome} (MNRJ 4991%*); Manaos [Manaus], VI.1937, 1
@ (DZUP 16384"*); Manicoré, Rio Madeira, E. MAY leg., 1 @ (MNRJ 26/268"*);
Manaus, 1 {sem abdome} (MNRIJ 45/678**). - Bahia: Nova Conquista, 16.111.1963, 850
m., H. EBERT leg., 1 @ (DZUP 16724%*); Rio de Contas, Pico das Almas, 27.1.2007,
1450-1600 m., MIELKE & CASAGRANDE leg., 1 @ (DZUP 20674%). - Espirito Santo:
Conceicdo da Barra, 4.VIL.1968, C. & C. T. ELIAS leg., 1 & (DZUP 18712**);

Conceigdo da Barra, 25.VIL.1968, C. & C. T. ELIAS leg., 3 & (DZUP 16740%*, 16759%,
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16780**®); Concei¢do da Barra, 27.IX.1968, C. & C. T. ELIAS leg., 1 & (DZUP
18663**); Conceigao da Barra, 25.X.1968, C. & C. T. ELIAS leg., | @ (DZUP 16521**);
Concei¢do da Barra, 5.V.1969, C. & C. T. ELIAS leg., 2 434 (DZUP 167547,
186777%%); 2 Q9 (DZUP 16675 *, 16752*); Conceicdo da Barra, 12.V.1969, C. & C.
T. ELIAS leg., 2 @@ (DZUP 18675, 18696'*); Concei¢do da Barra, 26.V1.1969, C. &
C. T. ELias leg., 3 88 (DZUP 16747*, 16768"*, 18668"*); Conceicdo da Barra,
4VIL1969, C. & C. T. ELias leg., 4 3 (DZUP 166827, 167457®, 18691,
18724"*); Jacaraipe, 15.11.1967, H. EBERT leg., 2 4& (DZUP 16782%, 18705"*); Sdo
Mateus, X.1985, ELIAS leg., 1 & (DZUP 16719**). - Goids: Miranorte, IV.1965, L.
GOMES leg., 1 {sem abdome} (MPEG*). - Maranhdo: Nova Feira, Retiro, 18-
23.1.2010, O. MIELKE leg., 4 & (LMCI 117-1%"®, 117-2%%® 117-3%*® 117-4%%) 1 Q
(LMCI 117—5*i). - Mato Grosso: Barra do Gargas, 19.1.1977, 1 @ (DZUP 4073%*, “ex
Colecao Gifford”); Buriti, Chapada dos Guimardes, 27.VI.1972, 600 m., MIELKE &
BROWN leg., 2 &3 (DZUP 4070™*, 16391%®); 1 @ (DZUP 16412"*); Buriti, Chapada
dos Guimarides, 8.VIIL.1973, 3 & (DZUP 16717 %, 18674*, 18694"*®, “Colecdo H.
Ebert”); Buriti, Chapada dos Guimaraes, 8.IV.1979, 700 m., 1 § (DZUP 18695**,
“Cole¢do H. Ebert”); Chapada dos Guimardes, 30.1.1978, 700 m., 1 & (DZUP
18687#®, “Colecdo H. Ebert”); Cuiabd, 19.VIL.1979, PEARSON leg., 1 & (MNRJ™*®);
Nova Xavantina, Bacaba, UNIMAT, 17-19.VIIL.1997, MIELKE leg., 1 ¢ (DZUP
16490**); Utiariti, Rio Papagaio, 1-12.X1.1966, LENKO & PEREIRA leg., 1 &
(MZUSP'™*); Xavantina, 10.1.1977, GIFFORD leg., 1 & (DZUP 16483*®, “ex Colecdo
Gifford”); 1 {sem abdome} (DZUP 16469™*). - Minas Gerais: Caeté, Gongo Soco,
07.V1.2008, G. R. P. MOREIRA leg., 7 33 (LMCI 43-1%, 43-27+*® 43_3%® 43587 43-
59%, 43-60"**, 43-61*); Paracatu, 16.V.1969, 650 m., H. & K. EBERT leg., 1 & (DZUP

18681**®, “Cole¢ao H. Ebert”); Paracatu, 16.VI1.1972, MIELKE & BROWN leg., 1 &
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(DZUP 16342**®); Pocos de Caldas, Morro Sdo Domingos, II1.1961, ROPPA & BECKER
leg. (MNRJ*®); Pocos de Caldas, 10.11.1963, 1250 m., 1 & (DZUP 16696"*®, “Colecio
H. Ebert”); Catas Altas, Caraca [Serra do Caraca], 1-5.11.1985, 1300-1500 m., MIELKE
& CASAGRANDE leg., 1 & (DZUP 4075™®); 1 @ (DZUP 16712"*®); Sete Lagoas,
IPEACO, 17.1.1959, C. BIEZANKO leg., & (DZUP 18680**®, “Colecao H. Ebert”). -
Paraiba: Jodo Pessoa, 10.IX.1953, 1 & (DZUP 16356™®, “Colecdo H. Ebert”). - Pard:
Juruti, XII.1971, 1 & (DZUP 16349**); P. L. Gorotire [Sao Félix do Xingu, Reserva
Florestal de Gorotire], 15.1V.1983, W. L. OVERAL leg., 1 @ (MPEG*); ()bidos, 1930,
D’ALMEDDA leg., 1 & (DZUP 16405%, “Coll. D’Almeida”); Obidos, 27.VI.1951,
RIFFLER leg., 2 &3 (MNRI™*®); Obidos, 30.VI.1951, RIFFLER leg., 1 & (MNRJ*®);
Obidos, XI.1968, J. KESSELRING leg., 1 & (DZUP 16455%, “Colecio H. Ebert”);
()bidos, X.1942, 1 & (DZUP 16476*, “Colegdo F. Justus Jr’); ()bidos, 1X.1959, 1 &
(MZUSP*, “ex Museu Dirings”); Obidos, VIIL1960, 1 & (MZUSP*, “ex Museu
Dirings”); Obidos, V.1967, 1 & (DZUP 16307*, “Colecdo H. Ebert”); Obidos, X1.1968,
1 & (DZUP 16321%*, “Colegio H. Ebert™); Obidos, 1967, 1 & (DZUP 16335%*, “Colecao
H. Ebert”); ()bidos, 1968, 1 & (DZUP 16398**, “Colecao H. Ebert”); Obidos, E. MAY
leg., 1 $ (MNRJ 26/269*(1)); 1 {sem abdome} (MNRIJ 26/266%); Obidos, E. MAY leg., 1
& (MNRJ*); Obidos, E. MAY leg., 1 @ (MZUSP*); Obidos, 3 43 (MNRJ 4/552%,
4/553%*, 4/5547%®); 1 Q (MNRJ 4/555%); Santarém, 11.VIL.1978, GIFFORD leg., 3 4&
(DZUP 4071%, 16441*, 16462*, “ex Colecdao Gifford”); Santarém, 27.1.2010, P. L.
SILVA leg., 6 33 (LMCI 94-17%*® 94-3% 94.4%® 094.5%® 94.6* 94-127) 5 QO
(LMCI 94-2%,94-7%, 94-87+* 94-9™#% 94_11%*); Santarém, 02.111.2010, P. L. SILVA leg.,
1 & (LMCI 104-4%®), 3 Q9 (LMCI 104-1"*®, 104-2%, 104-3**®); Santarém, IV.2010,
P.L.SILVA leg., 7 &3 (LMCI 128-17%® 128-2™%® 128-4* 128-5%® 128-6*, 128-8*®,

128-107%*), 3 QO (LMCI 128-3*, 128-7"** 128-9%); Santarém, E. MAY leg., 1 @
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(MNRYJ 4/554%); Santarém, GARBE leg., 2 d & (MZUSP 48382%, 48383%); 1 Q (MZUSP
48381%*); Sao Geraldo do Araguaia, Serra das Andorinhas, 27.VIL.2000, 1. S. GORAYEB
& EQUIPE leg., 3 83 (MPEG™*); Teffé [Tefé], Rio Amazonas, E. MAY leg., 1 & (MNRJ
26/264"%). - Parand: Alexandra, Paranagud, 17.IV.1968, MIELKE leg., 1 & (DZUP
16661**®); Alexandra, Parandgua, 6.IX.1968, MIELKE leg., 1 & (DZUP 16703%);
Alexandra, Paranagud, 3.IV.1971, 10 m., MIELKE leg., 1 @ (DZUP 18703%*); Curitiba,
Cascatinha, 23.IV.1966, O. MIELKE leg., 1 & (DZUP 18684%); Curitiba, 1.IV.1967, O.
& E. MIELKE leg., 1 & (DZUP 16710%); Curitiba, UFPR, Centro Politécnico,
15.IV.2008, G. R. P. MOREIRA leg., 3 4& (LMCI 21-8%, 21-9%, 21-10"**); Curitiba,
17.1V.2008, G. R. P. MOREIRA leg., 4 33 (LMCI 23-10"*®, 23-11%*, 23-12%, 23-13%),
3 9 (LMCI 23-9%, 23-14*, 23-15%); Curitiba, 31.11L.2009, G. R. P. MOREIRA leg., 5
43 (LMCI 53-1%, 53-2%, 53-4%*, 53-5% 53-6%), 1 @ (LMCI 53-3*); Curitiba, UFPR,
Centro Politécnico, 31.1V.2009, G. R. P. MOREIRA leg., 9 43 (LMCI 54-1%*, 54-2%, 54-
3%, 54-4%, 54-5%, 54-6%*, 54-T%, 54-8*, 54-9*); Guaratuba, Castelhanos, 21.1V.1984, 500
m., O. & C. MIELKE leg., 1 @ (DZUP 18719%); Morretes, Morro Alto, 4.1V.2009, 300
m., O. MIELKE leg., 1 @ (DZUP 20807%*); Piraquara, 21.111.1971, C. F. BECKER leg., 1
Q (DZUP 4074"*®); Pontal do Parand, Atami, 16-31.X11.2007, 10 m., MIELKE leg., 18
(DZUP 16497%*); Pontal do Parand, Guaraguatd, 19.IV.2009, MIELKE leg., 1 @ (DZUP
20793%*); Tijucas do Sul, Vossoroca, 2.1I1.1981, 850 m., MIELKE leg., 1 {sem abdome}
(DZUP 4076%); Tunas do Parand, 16.IV.2008, G. R. P. MOREIRA leg., 1 & (LMCI 22-
16*); Tunas do Parana, 01.IV.2009, G. R. P. MOREIRA leg., 13 43 (LMCI 52-1%*, 52-
2%, 52-3%, 52-6%, 52-9%, 52-10%, 52-11%, 52-13%, 52-14%, 52-15"¥® 52-16%, 52-18™,
52-19%), 6 99 (LMCI 52-4*, 52-5%, 52-7%*, 52-8*, 52-12%*, 52-17%). - Rio de Janeiro:
Angra dos Reis, Japuhyba [Japuiba], 29.V.1930, TRAVASSOS & ALMEIDA leg., 1 ¢

(DZUP 18717%*, “Coll. D’ Almeida”); Angra dos Reis, 8.VIII.1969, GENTILI leg., 1 @ (
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DZUP 4072**, “Ex Col. Gagarin™); Barra de Sao Jodo, 4.1X.1975, 10 m., EBERT leg., 1
4 (DZUP 18708*, “Colecdo H. Ebert”); Gdvea [Rio de Janeiro, Gévea], 1918, DR.
ADHEMAR COSTA leg., 1 @ (MNRJ 1116™*, “Colecdo Dr. A. Costa”); Gdvea [Rio de
Janeiro, Gévea], 1933, DR. ADHEMAR COSTA leg., 2 43 (MNRJ 1119*® 1120™®,
“Colecdo Dr. A. Costa”); Gavea [Rio de Janeiro, Gdvea], 31.VIIL.1976, E. MAY leg., 1
Q (MNRJ 4994%); Gavea [Rio de Janeiro, Gavea], VIII.1976, E. MAY leg., 1 {sem
abdome} (MNRIJ 4992%); Itatiaia, 12.11.1959, H. EBERT leg., 1 @ (DZUP 163147*®
“ex. Col. Gagarin); Itatiaia, 07.111.1925, J. F. ZIKAN leg., 1 @ (MNRIJ 16/284*,
“Cole¢ao Julius Arp); Itatiaia, 29.1V.1926, 700 m., J. F. ZIKAN leg., 1 @ (MZUSP*);
Itatiaia, 27.IV.1928, 700 m., J. F. ZIKAN leg., 1 & (MNRIJ*); Itatiaia, 29.1V.1930, 700
m., J. F. ZIKAN leg., 1 @ (MNRJ*); Itatiaia, V.1951, 700 m., W. ZIKAN leg., 2 4J
(MNRJ"*®); Ttatiaia, 10.IX.1953, J. L. LiMA leg, 1 @ (MZUSP*); Imbarié,
21.VIL.1963, 25 m., 1 @ (DZUP 18701*, “Colecdo H. Ebert”); Jacarepagud, Covanca,
Rio de Janeiro,14.1V.1945, 1 & (DZUP 16528**®, “Coll. D’ Almeida”); Macaé, Parque
Nacional Reserva de Jurubatiba, IX.2007, J. P. FONTELLA leg., 1 ¢ (MNRJ‘L*); Nova
Iguassi, VL1921, 1 & (DZUP 16726"*®, “Coll. D’ Almeida™); Niter6i, 14.11.1943, 1 &
(MNRJ wL”‘CD); Paineiras, Rio de Janeiro, XI.1970, E. MAY leg., 1 {sem abdome} (MNRJ
4993%*); Petrépolis, 11.1915, MIRANDA leg., 1 @ (MZUSP*); Petrépolis, 24.X.1960,
GAGARN leg., 1 & (DZUP 163637+ “ex. Col. Gagarin”); Petrépolis, 21.11.1964, 1100
m., H. EBERT leg., 1 @ (DZUP 18722%*, “Cole¢ao H. Ebert”); Petrépolis, 13.11.1968,
800-1100 m., H. EBERT leg., 1 & (DZUP 18715%, “Colecdo H. Ebert”); Petrépolis,
9.IV.1971, 800-1000 m., H. EBERT leg., 1 ¢ (DZUP 16689*, “Cole¢do H. Ebert”); Rio
[Rio de Janeiro], II.1918, MIRANDA leg., 1 @ (MZUSP*); Rio [Rio de Janeiro],
FERREIRA D’ALMEIDA leg., 1 @ (DZUP 18682*, “Coll. D’Almeida”); Rio [Rio de

Janeiro], MARIO ROSA leg., 1 & (MNRJ 5002%); Rio de Janeiro, J. ARP leg., 1 @ (MNRJ
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16/281%, “Colecdo Julius Arp); Santa Tereza, Rio de Janeiro, 23.11.1953, 100 m., H.
EBERT leg., 1 @ (DZUP 16668*, “Colecdo H. Ebert”); Vista Chineza, Rio de Janeiro,
19.V1.1947, 1 @ (MNRIJ*). - Rio Grande do Norte: Sio Jose de Mipibu, 17.VII.1978,
O. & C. MIELKE leg., 1 & (DZUP 18698“’@). - Rio Grande do Sul: Aparados da Serra
[Cambara do Sul, Parque Nacional dos Aparados da Serra], 21.IV.1981, T. TESCHE leg.,
1 @ (MAPA*); Arroio Bonito, 06.V.2000, F. C. QUADROS leg., 1 & (MCTP 9650%);
Guarani, 28.X11.1932, BIEZANKO leg., 1 & (DZUP 18666%, “Cole¢do H. Ebert”); Parecy
Novo [Pareci Novo], 1 & (MAPA‘L*CD); Sao Francisco de Paula, 8.1.1997, J. A. TESTON
leg., 1 & (MCTP 8501"%); Sdo Francisco de Paula, 11.1.1997, J. A. TESTON leg., 1 @
(MCTP 8502*); Sdo Francisco de Paula, G. R. P. MOREIRA leg., 2 & (LMCI 27-23*°,
27-24%%), 1 Q@ (LMCI 27-22"*%%); Sdo Francisco de Paula, 15.11.1940, 2 47
(MAPA‘L*@); Sdo Francisco de Paula, 10.11.1941, 1 @ (MAPA*); Sao Leopoldo,
10.11.1941, 1 @ (MAPA‘L*); Vila Oliva [Caxias do Sul, Vila Oliva], 151.1972, 1 &
(MAPA‘L*CD); Xarqueadas [Charqueadas], XI1.1940, 1 ¢ (MAPA‘L*). - Rondonia:
Vilhena, 21.VL.1978, GIFFORD leg., 1 & (DZUP 16434™® “ex Colecdo Gifford”);
Vilhena, 2.1.1987, C. ELIAS leg., 1 & (DZUP 16448"*® “Polonoroeste”). - Santa
Catarina: Acailandia, 11.1971, 400 m., H. WULLF leg., 1 @ (DZUP 18702, “Colecio
H. Ebert”); Blumenau, 10.V.1970, M. LAUTERJUNG leg., 1 @ (DZUP 16775%),
Blumenau, HINSTCH leg., 2 99 (MNRJ 26/264"*, 26/265%%); Blumenau, J. ARP leg., 1
& (MNRJ 16/283"*, “Colecdo Julius Arp”); Brusque, IV.1950, H. F. BERLA leg., 1 &
(DZUP 16535*, “Coll. D’ Almeida”); Brusque, 27.111.1971, C. F. BECKER leg., 2 99
(DZUP 16542*, 16549"*); Brusque, 10.IV.1971, C. F. BECKER leg., 1 @ (DZUP
18710%); Cachoeira, MALLER leg., 1 & (MNRIJ 4/558%); Corupa, MALLER leg., 1 {sem
abdome} (MNRIJ 4/559%); Joinville, 17.1.1971, 200 m., H. & K. EBERT leg., 1 & (DZUP

18723*, “Cole¢do H. Ebert”); Joinville, 25.1V.1971, 100 m., H. EBERT leg., 1 & (DZUP
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18716%*, “Colecdo H. Ebert”); Joinville, 1.X1.1971, 10-200 m., MIERS leg., 3 JJ&
(DZUP 16761%, 16738%*, 16773*); Joinville, 1.1941, B. POHL leg., 1 @ (MZUSP*);
Joinville, V.1941, B. PoHL leg., 1 & (MZUSP¥*); Joinville, 20.111.2010, G. R. P.
MORERA & O. MIELKE leg., 2 434 (LMCI 111-10"%®, 111-117*®); Joinville,
BRUCKNER leg., 1 & (MNRJ 4998**(1)); Joinville, SCHMIDT leg., 2 {sem abdome}
(MNRJ 5000%, 5001%*); Joinville, 1 @ (MNRJ 16/282*, “Colec¢ao Julius Arp”); Rio dos
Cedros, Alto do Rio dos Cedros, 22.11.1972, 650 m., LAUTERJUNG leg., 1 @ (DZUP
18689%); Sdo Bento do Sul, Rio Vermelho, 16.11.1980, 850 m., RANK leg., 1 & (DZUP
16733*®), 1 ¢ (DZUP 16766**); Sao Bento do Sul, Rio Vermelho, 24.11.1980, 850 m.,
RANK leg., 1 @ (DZUP 4077%); Sdo Bento do Sul, 11.2010, G. R. P. MOREIRA leg., 13
J3 (LMCI 110-1*®, 110-6*®, 110-8*®, 110-9%®, 110-10*®, 110-11*, 110-12%®, 110-
13%®, 110-16*, 110-18*, 110-19*, 110-20%*, 110-22*®), 7 2@ (LMCI 110-4*®, 110-
5+® 110-7%%, 110-14™% 110-15%®, 110-17*, 110-21%); Sdo Bento do Sul, 18.XIL.1970,
1 & (DZUP 18670*, “Ex Col. Gagarin™); Sdo Bento do Sul, 6.111.1974, 1 & (DZUP
18688*, “Colecdo H. Ebert”). - S@o Paulo: Angatuba, X1.1917, AZEVEDO MARQUES
leg., 1 & (MNRJ WL*(D); Apiai, Serra de Paranapiacaba, 22.1V.1972, 900-950 m., EBERT
leg., 1 & (DZUP 18667*®, “Colecdo H. Ebert”); Caraguatatuba, 5.IX.1963, 10 m.,
EBERT leg., 1 @ (DZUP 18709%*, “Cole¢ao H. Ebert”); Mongagud, 19-24.111.1962, 5 m.,
EBERT leg., 1 & (DZUP 18673*, “Cole¢do H. Ebert”); Santo Amaro, 21.1V.1946, C.
DUPRAT leg.,, 1 & (MZUSP#*); Santos, 17.XI1.1958, A. G. DA SILVA leg., 1 ¢
(MZUSP#*); Sdo Bernardo [Sdo Bernardo do Campo], 24.1V.1927, R. SpITZ leg., 1 &
(MZUSP 48375%); Sdo Vicente, 13.V.1945, DR. ADHEMAR COSTA leg., 1 & (MNRJ
7807%); Sumaré, VI.1937, DR. ADHEMAR COSTA leg., 1 & (MNRJ 4434™® “Colecio

Dr. A. Costa”™); Sumaré, 1.111.1944, DR. ADHEMAR COSTA leg., 1 & (MNRJ*).
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Tabela Al. Lista de localidades do material analisado neste estudo e respectivas
coordenadas geogréficas.

Espécie Pais UF Cidade Localidade Latitude Longitude

P. dido Brasii AC Bujari - -9,8400 -67,94
Brasil AC Cruzeiro do Sul - -7,6300 -72,6000
Brasil AC Manoel Urbano - -8,88 -69,30
Brasil AC Porto Acre Reserva Humaita -9,59 -67,54
Brasil AC Porto Walter - -8,26 -72,74
Brasil AC Santa Rosa do Purus - -9,4333 -70,4935
Brasil AC Senador Guiomard Iquiri -9,8000 -67,2833
Brasil AC Senador Guiomard Reserva Catuaba -10,17 -67,83
Brasil AC Seringal Oriente - -8,8300 -72,7600
Brasil AC Xapuri - -10,6500 -68,5166
Brasil AL Macei6 - -9,67 -35,72
Brasil AM Benjamin Constant - -4,3744 -70,0297
Brasili AM Manaus - 23,1133 -60,0252
Brasil AM Pari - 1,6166 -68,1333
Brasil AM Sio Gabriel - -0,1333 -67,0833
Brasil AM Sao Paulo de Olivenca - -3,45000 -68,8000
Brasil AM Tefé - -3,3666 -64,7000
Brasil AM Uaupés - 0,0333 -67,2666
Brasil AP Porto Santana - -0,0500 -51,1833
Brasil DF Brasilia - -15,7800  -47,9200
Brasil ES Concei¢do da Barra - -18,58 -39,75
Brasil ES Linhares - -19,4200 -40,0700
Brasii MA Imperatriz Acailandia -5,5333 -47,4833
Brasii MG Caxambu - -21,9833  -44,9333
Brasil MG Raul Soares Parque Estadual do Rio Doce -19,8291 -42,6130
Brasil MT Barra do Bugres - -15,0800 -57,1800
Brasii MT Diamantino Fazenda Sao Jodo -14,4200 -56,4500
Brasil MT Santo Antdnio - -16,53 -56,20
Brasili PA Belém Mosqueiro -1,1166 -48,4000
Brasil PA Belém Utinga -1,4252 -48,4313
Brasii PA  Gurupa - -1,4166 -51,6500
Brasil PA Juruti - -2,1666 -56,0666
Brasii PA Melgaco Reserva Florestal de Caxiuana -2,0833 -51,8500
Brasil PA Monte Dourado - -0,8666 -52,5166
Brasii PA  Obidos - -1,9083 -55,5188
Brasil PA Salvaterra - -0,7719 -48,5105
Brasil PA Santa Barbara - -1,2236 -48,2944
Brasil PA Santarém - -1,4500 -48,4833
Brasil PA Santo Antonio do Taua - -1,1833 -48,1333
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Brasil
Brasil
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Brasil
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Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

PA
PA
PE
PE
PR
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RR
AL
AM
AM
AM
BA
BA
ES
ES
ES
GO
MA
MG
MG
MG
MG
MG
MT
MT
MT
MT
MT
MT
PA
PA
PA
PA
PA
PB
PR

Soure

Vigia
Livramento do Tiuma
Recife

Londrina

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Espigao d'Oeste
Jaru

Ouro Preto do Oeste
Pimenta Bueno
Porto Velho
Vilhena

Alto Alegre
Pilar

Manaus
Manicoré

Tefé

Nova Conquista
Rio de Contas
Conceicdo da Barra
Jacaraipe

Sao Mateus
Miranorte

Nova Feira
Caeté

Paracatu

Pocos de Caldas
Catas Altas
Sete Lagoas
Barra do Gargas
Buriti

Cuiaba

Nova Xavantina
Utiariti
Xavantina
Juruti

Obidos
Santarém

Sao Félix do Xingu

Sdo Geraldo do Araguaia

Joao Pessoa

Alexandra

Camaragibe

Jacarepagud
Corcovado
Gavea

Sumaré

Ilha de Maraca
Pico das Almas

Retiro

Gongo Soco

Serra do Caraca

Chapada dos Guimaraes

Bacaba

Reserva Florestal de Gorotire

Serra das Andorinhas

-0,7333
-0,8000
-7,4700
-8,0500
-23,3000
-22,94
-22,90
-22,9513
-22,9833
-22,9500
-11,5800
-10,4300
-10,6700
-11,6500
-9,6000
-12,7200
-2,8980
-9,60
-3,1133
-5,8122
-3,3666
-15,50
-13,5500
-18,58
-20,15
-18,73
-9,4766
-3,43
-21,81
-17,2200
-21,80
-20,1333
-19,45
-15,88
-17,2833
-15,5833
-14,6666
-13,0333
-14,6700
-2,1666
-1,9083
-1,4500
-7,5000
-6,4000
-7,1200
-25,5666
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48,5166
48,1333
-35,4000
-34,9000
51,1500
43,36

4323

432127
43,2333
43,2333
-60,9800
62,4500
62,3000
-61,2000
64,8800
-60,1200
61,4913
-35,93

60,0252
61,2975
-64,7000
41,25

41,9333
-39,75

40,18

-39,85

48,4802
42,90

4326

-46,8700
46,57

-43,5000
44,23

52,25

46,4666
-56,0833
52,3458
-58,2833
-52,3500
-56,0666
55,5188
-48,4833
-52,0000
-48,5333
34,8700
48,6166
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Brasil
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Brasil
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Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RN
RO
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
Sp
Sp
Sp
Sp

Curitiba
Guaratuba
Morretes
Piraquara

Pontal do Parana
Tijucas do Sul
Tunas do Parana
Angra dos Reis
Barra de S@o Jodo
Imbarié

Itatiaia

Rio de Najeiro
Macaé

Niterdi

Nova Iguassu
Paineiras
Petrépolis

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Séo Jodo da Barra
Rio de Janeiro
Sao José do Mipibu
Vilhena

Arroio Bonito
Cambara do Sul
Caxias do Sul
Charqueadas
Guarani

Maquiné

Pareci Novo

Sao Francisco de Paula
Sao Francisco de Paula
Sao Leopoldo
Blumenau
Brusque
Cachoeira
Corupd

Itajai

Joinville

Rio dos Cedros
Sao Bento do Sul
Angatuba

Apiai
Caraguatatuba

Mongagud

Morro Alto

Vossoroca

Parque Estadual de Campinhos

Jacarepagud

Gavea

Santa Teresa

Parque Estadual de Iquipari
Vista Chineza

Aparados da Serra
Vila Oliva

FLONA Séo Francisco de Paula

Alto do Rio dos Cedros

-25,4166
-25,90
-25,47
-25,4333
-25,5800
-25,9269
-24,97
-23,0000
-22,6000
-22,63
-22,5000
-22,9427
-22,3833
-22,8844
-22,77572
-22,0500
-22,5108
-22,9000
-22,9833
-22,1666
-21,63
-22,9695
-6,0833
-12,7200
-29,3700
-28,7000
-29,2333
-29,97
-28,1333
-29,6833
-29,65
-29,4500
-29,4236
-29,77
-26,9333
-27,1000
-27,4333
-26,4333
-26,88
-26,3000
-26,7333
-26,2497
-23,4833
-24,52
-23,6166
-24,1000
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-49,2500
48,57

48,82

-49,0666
48,3500
49,1788
49,10

-44,3000
-42,0000
43,20

44,5666
-43,3580
41,7833
43,0944
43,4488
41,4833
43,1844
43,2333
43,2333
43,5852
41,05

43,4321
35,2500
-60,1200
-53,0500
-50,4000
-50,8833
51,63

-54,5666
-50,1833
51,40

-50,5800
-50,3871
51,15

-49,0500
-48,9333
48,4500
-49,2333
48,65

-48,8333
49,2666
-49,3825
48,4166
-48,83

45,4166
46,6166



Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Sp
Sp
Sp
Sp
Sp

Santo Amaro

Santos

Sao Bernardo do Campo
Sao Vicente

Sumaré

-23,6500
-23,9500
-23,700

-23,9629
-22,8000
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-46,7000
-46,3333
-46,5500
-46,3918
-47,2833

UF, Unidade Federativa; AC, Acre; AL, Alagoas; AM, Amazonas; AP, Amap4; DF, Distrito Federal; ES,
Espirito Santo; MA, Maranhao; MG, Minas Gerais; MT, Mato Grosso; PA, Pard; PB, Paraiba; PR,
Parand; RJ, Rio de Janeiro; RN, Rio Grande do Norte; RO, Rondo6nia; RR, Roraima; RS, Rio Grande do
Sul; SC, Santa Catarina; SP, Sdo Paulo.
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ANEXO

Zoologia: Instru¢des aos autores'

Scope and policies

Scope. ZOOLOGIA, the scientific journal of the Sociedade Brasileira de Zoologia
(SBZ), publishes original articles on Zoology authored by both members and non-
members of the Society. Manuscripts should have a scientific character. A priori, the
following types of articles are not acceptable for publication: simple occurrence notes,
new records (e.g. geographical, host), notes on distribution, case studies, species lists, or
merely descriptive studies, unless very well qualified by the authors. Justifications
should be sent to the Editor-in-Chief before submission. Short communications are
acceptable, whereas review articles will be considered by direct invitation. Manuscripts
will be analyzed by at least two ad hoc reviewers, and the decision to accept or reject
the manuscript will be based on the recommendations by the section editors and the ad

hoc reviewers.

Responsibility. For a manuscript to be submitted to ZOOLOGY, it is required that: 1)
all authors approved the submission; 2) the results or opinions therein are original; 3)
the manuscript has not been published before, is not currently under review by other
journal, and will not be submitted elsewhere unless it was rejected by ZOOLOGIA or
removed from the reviewing process by written notification to the Editor-in-Chief; 4) it
was prepared according to the Instructions to Authors; 5) if accepted for publication and
published, the article or part of it will not be published elsewhere unless there is written
permission by the Editor-in-chief; 6) the reproduction and use of articles published in
ZOOLOGIA is allowed for demonstrated educational and non-commercial purposes.
All remaining uses require agreement and fees will be applied when appropriate; 7) the
publication and page charges and review fees are agreed upon by the authors; 8) the
authors are entirely responsible for the scientific and grammatical content of the article;
9) the authors agree with additional fees whenever a revision of the English grammar is

deemed necessary.

Language. The manuscript should be written exclusively in English. To avoid delays in
publication, we suggest that, before it is submitted, the manuscript should be reviewed

by a specialist in the field who is a native speaker. After recommendation for

' Acessado em 20.12.2010
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publication, the manuscript will be reviewed and a final revision of the language might

be requested.

Sections. Systematics and evolution, Taxonomy and nomenclature, Biogeography,
Morphology and physiology, Biology, Ecology, Symbiosis, Conservation, Behavior,
Genetics, Applied Zoology, Aquaculture and fisheries.

Fees. Members of the SBZ are exempt from page charges, whereas publication costs are
charged in the case of non-members, as indicated in the price list published in the

society's website (www.sbzoologia.org.br).

Submission. Only online submissions will be accepted, through the following address:

http://submission.scielo.br/index.php/rbzool/index. Using this submission system, one

can submit the manuscript and monitor its status during the editorial process, ensuring
speed and privacy in the manuscript submission and accelerating the review process. If
difficulties are encountered in the use of the system, there are several tutorials in the
website of the Sociedade Brasileira de Zoologia which could be of assistance. The

manuscript should be prepared according to the Instructions to Authors.

When submitting a manuscript to the journal, the authors should acknowledge that, if
accepted for publication, the copyright of the article, including the rights to reproduction
in all media and formats, will be provided exclusively to the Sociedade Brasileira de
Zoologia. The journal will not deny legitimate request by the authors to reproduce their

work.

For more information on the format and style of the journal, please check a recent issue

of the journal or its website at www.sbzoologia.org.br. Additional information can be

obtained from the editors or through the email sbz@sbzoologia.org.br.

Form and preparation of manuscripts

GENERAL ORIENTATIONS

ZOOLOGIA, the journal of the Sociedade Brasileira de Zoologia (SBZool), publishes
original scientific articles on Zoology, authored by members and non-members of the
Society. Members of the SBZ publish free of charge, whereas non-members are
required to pay page charges, as indicated in the updated price list published in the

Society's homepage (http://www.sbzoologia.org.br).

Manuscripts should be prepared solely in English. Manuscript submission to
ZOOLOGIA is available online only at the address
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http://submission.scielo.br/index.php/rbzool/index. The system is user-friendly and

allows authors to monitor the submission process. If you have any difficult with the
system, there are many tutorials at the SBZool site that can help you. All documents
should be prepared with a word-processor software (preferably MS WORD or

compatible).

ZOOLOGIA refrains from publishing simple occurrence notes, new records (e.g.
geographic, host), distribution notes, case studies, list of species, and similar purely
descriptive studies, unless well justified by the authors. Justification should be sent prior

submission to the Managing Editor.

RESPONSIBILITY

Manuscripts are received by ZOOLOGIA with the understanding that:
— all authors have approved submission;

— the results or ideas contained therein are original;

— the paper is not under consideration for publication elsewhere and will not be
submitted elsewhere unless rejected by ZOOLOGIA or withdrawn by written

notification to the Managing Editor;
— the manuscript has been prepared according to these instructions to authors;

— if accepted for publication and published, the article, or portions thereof, will not be

published elsewhere unless consent is obtained in writing from the Managing Editor;

— reproduction and fair use of articles in ZOOLOGIA are permitted provided the
intended use is for nonprofit educational purposes. All other use requires consent and

fees where appropriate;

— the obligation for page charges and text revision fees is accepted by the authors.

— the authors are fully responsible for the scientific content and grammar of the article.
— the authors agree with additional fees associated with English revisions, if necessary.
FORMS OF PUBLICATION

Articles: original articles on all areas of the Zoology.
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Short Communications: this form of publication represents succinct, definitive
information (as opposed to preliminary results) that does not lend itself to inclusion in a
typical, more comprehensive article. A new or modified technique may be presented as
a research note only if the technique is not to be used in ongoing studies. Ordinarily,

techniques are incorporated into the materials and methods section of a regular article.

Review articles: only invited reviews are published. Unsolicited reviews should not be

submitted, but topics may be suggested to the editor or members of the editorial board.

Opinion: letters to the editor, comments on other publications and ideas, overviews and

other texts that are characterized as the opinion of one or a group of scientists.

Book reviews: books having a broad interest to the membership of the Society are

reviewed by invitation.

Short biography: biography of important zoologists that significantly contributed with

the knowledge on animal sciences.
MANUSCRIPTS

The text must be left-justified and the pages and lines should be numbered. Use the
Times New Roman font, 12 points. The front page must include: 1) the title of the
article including the name(s) of the higher taxonomic category(ies) of the animals
treated; 2) the name(s) of the author(s) with their professional affiliation, only for
correspondence purposes, aditional affiliations should be included in the
Acknowledgments section; 3) name of the Corresponding Author with complete
addresses for correspondence, including e-mail; 4) an abstract in English; 5) up to five
key words in English, in alphabetical order and different of those words used in the title.
The total information on the items 1 to 5 cannot exceed 3,500 characters including the

spaces, except if authorized by the Managing Editor.

Literature citations should be typed in small capitals, as follows: Smith (1990), (Smith
1990), Smith (1990: 128), Smith (1990, 1995), Lent & Jurberg (1965), Guimaraes et al.
(1983). Articles by the same author or sequences of citations should be in chronological

order.

Only the names of genera and species should be typed in italics. The first citation of an
animal or plant taxon in the text must be accompanied by its author's name in full, the
date (of plants, if possible) and the family, following the pattern established by the

International Code of Zoological Nomenclature.
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The manuscript of scientific articles should be organized as indicated below. Other
major sections and subdivisions are possible but the Managing Editor and the Editorial

Committee should accept the proposed subdivision.

Articles and Invited Review

n "

Title. Avoid verbiage such as "preliminary studies on...", "aspects of ...", and "biology
or ecology of...". Do not use author and date citations with scientific names in the title.
When taxon names are mentioned in the title, it should be followed by the indication of

higher categories in parenthesis.

Abstract. The abstract should be factual (as opposed to indicative) and should outline
the objective, methods used, conclusions, and significance of the study. Text of the
abstract should not be subdivided nor should it contain literature citations (exceptions

are analyzed by the editors). It should contain a single paragraph.

Key words. Up to five key words in English, in alphabetical order and different of those

words used in the title, separated by semicolon. Avoid using composite key words.

Introduction. The introduction should establish the context of the paper by stating the
general field of interest, presenting findings of others that will be challenged or
expanded, and specifying the specific question to be addressed. Accounts of previous
work should be limited to the minimum information necessary to give an appropriate

perspective. The introduction should not be subdivided.

Material and Methods. This section should be short and concise. It should give
sufficient information to permit repetition of the study by others. Previously published
or standard techniques must be referenced, but not detailed. If the material and methods

section is short, it should not be subdivided. Avoid extensive division into paragraphs.

Results. This section should contain a concise account of the new information. Tables
and figures are to be used as appropriate, but information presented in them should not

be repeated in the text. Avoid detailing methods and interpreting results in this section.

Taxonomic papers have a distinct style that must be adhered to in preparing a
manuscript. In taxonomic papers the results section is to be replaced by a section headed
TAXONOMY, beginning at the left-hand margin. The description or redescription of
species is accompanied by a taxonomic summary section. The taxonomic summary
section comprises a listing of site, locality and specimens deposited (with respective
collection numbers). The appropriate citation sequence and format include: Country,

Province or State: City or County (minor area as locality, neighborhood, and others, lat
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long, altitude, all in parenthesis), number of specimens, sex, collection date, collector
followed by the word leg., collection number. This is a general guideline that should be
adapted to different situations and groups. Several examples can be found in the
previous numbers of the ZOOLOGIA. The taxonomic summary is followed by a
remarks section (Remarks). The Remarks section replaces the discussion of other
articles and gives comparisons to similar taxa. Museum accession numbers for
appropriate type material (new taxa) and for voucher specimens (surveys) are required.
Type specimens, especially holotypes (syntypes, cotypes), should not be maintained in a
private collection. Appropriate photographic material should be deposited if necessary.

Frozen tissues must also include accession numbers if deposited in a museum.

Discussion. An interpretation and explanation of the relationship of the results to
existing knowledge should appear in the discussion section. Emphasis should be placed
on the important new findings, and new hypotheses should be identified clearly.
Conclusions must be supported by fact or data. Subdivisions are possible. A section
labeled Conclusion is not allowed in ZOOLOGIA.

Acknowledgments. These should be concise. Ethics require that colleagues be consulted

before being acknowledged for their assistance in the study.

Literature Cited. Citations are arranged alphabetically. All references cited in the text
must appear in the literature cited section and all items in this section must be cited in
the text. Citation of unpublished studies or reports is not permitted, i.e., a volume and
page number must be available for serials and a city, publisher, and full pagination for
books. Abstracts not subjected to peer review may not be cited. Work may be cited as
"in press" only exceptionally and until the copyediting stage when the reference should
be completed or suppressed if not published by then. If absolutely necessary, a
statement may be documented in the text of the paper by "pers. comm.", providing the
person cited is aware of the manuscript and the reference to his person therein. Personal
communications do not appear in the Literature Cited section. The references cited in
the text should be listed at the end of the manuscript, according to the examples below.
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