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“(...) Ora, enquanto que o nosso planeta, obedecendo a

lei fixa da gravitacdo, continua a girar na sua Orbita, uma quantidade infinita de
belas e admiraveis formas, saidas de um comeco tdo simples, ndo tém cessado
de se desenvolver e desenvolvem-se ainda!”.

(Charles Darwin)



Resumo
Atualmente Vitalius é constituido por dez espécies que ocorrem nas regides sul e sudeste do

Brasil e na prvincia de Misiones, Argentina. Esses animais apresentam grande homogeneidade
morfoldgica, dificultando a distingdo entre espécies proximas ou mesmo mascarando a existéncia
de diversidade genética. Esses problemas podem ser sanados com estudos integrativos com dados
morfométricos e moleculares. Este trabalho buscou avaliar caracteres morfométricos que
suportem a distin¢do entre espécies de Vitalius, propor uma hipotese de relacionamento evolutivo
entre as espécies de Vitalius e testar a monofilia de uma linhagem de aranhas Theraphosinae
através de filogendmica. Este trabalho foi dividos em quatro capitulos: I. Além da morfologia
descritiva: diferenciacdo morfogeométrica de duas espécies de Vitalius Lucas, Silva & Bertani
(Mygalomorphae: Theraphosidae); 11. A busca por limites morfoldgicos: a diferenciacdo de duas
espécies de aranhas Theraphosinae usando Analise Eliptica de Fourier; Ill. Biogeography and
morphometrics to delimitate two species of Vitalius Lucas, Silva & Bertani (Mygalomorphae:
Theraphosidae); I1V. A evolucdo de uma linhagem de aranhas Theraphosinae e as relagdes entre
espécies de Vitalius Lucas, Silva & Bertani (Mygalomorphae: Theraphosidae): uma visao
filogenbmica. Os resultados morfométricos possibilitaram a identificacdo de individuos
pertencentes a V. roseus (Mello-Leitdo, 1923) que apresentam caracteres morfogeometricamente
distintos, além de evidenciar que caracteres utilizados em diagnoses de forma descritiva, como
os esternos, devem devem ser tratados de forma morfométrica. Ainda foi possivel o
esclarecimento de duvidas taxondmicas voltadas a forma do bulbo copulador masculino de P.
sazimai Fukushima, Nagahama & Bertani, 2011 e V. nondescriptus (Mello-Leitdo, 1926) e a
diferenciacdo de V. paranaensis Bertani, 2001 e V. vellutinus (Mello-Leitdo, 1923), que outrora
ndo apresentavam caracteres morfoldgicos suficientes para a diferenciacdo de suas fémeas. Por
fim, foi apresentado uma analise filogenébmica consistente para a linhagem de aranhas
Theraphosinae com quilhas retrolateral e subapical, indicando a monofilia do clado. Este trabalho
possibilita a discussdo da importancia de estruturas taxondémicas em grupos com poucos

caracteres morfoldgicos diagnosticos e que sdo baseados muitas das vezes em caracteres



subjetivos, além de esclarecer com base em metodologia molecular as relagdes evolutivas de um
importante grupo constituinte de Theraphosinae, criando subsidios para mais estudos envolvendo
essas aranhas e contribuindo para o conhecimento acerca da evolucdo da familia Theraphosidae.

Palavras-chave: caranguejeiras, morfometria, contornos fechados, UCE’s



Abstract

Currently, Vitalius is constituted by ten species that occur in the south and southeast regions of
Brazil and Misiones, Argentina. These animals have high morphological homogeneity, turning it
difficult to distinguish between closely related species or even masking the existence of genetic
diversity. These problems can be solved with integrative studies with morphometric and molecular
data. This work objective to evaluate morphometric characters that support the distinction between
Vitalius species, to propose a hypothesis of an evolutionary relationship between Vitalius species
and to test the monophyly of a lineage of Theraphosinae spiders using phylogenomics. This work
was divided into four chapters: I. Besides the descriptive morphology: morphogeometric
differentiation of two species of Vitalius Lucas, Silva & Bertani (Mygalomorphae;
Theraphosidae); 1. The search for morphological limits: the differentiation of two Theraphosinae
spiders using Elliptic Fourier Analysis; I11. Biogeography and morphometrics to delimitate two
species of Vitalius Lucas, Silva & Bertani (Mygalomorphae: Theraphosidae); 1V. The evolution
of a Theraphosinae spider lineage and the relationships between Vitalius species Lucas, Silva &
Bertani (Mygalomorphae: Theraphosidae): a phylogenomic view. The morphometric results
allowed the identification of individuals belonging to V. roseus (Mello-Leitdo, 1923) that present
morphogeometrically distinct characters, in addition to showing that characters used in descriptive
diagnoses, such as the sternum, must be treated in a morphometric way. It was also possible to
clarify taxonomic doubts regarding the shape of the male copulatory bulb of P. sazimai
Fukushima, Nagahama & Bertani, 2001 and V. nondescriptus (Mello-Leitdo, 1926) and the
differentiation of V. paranaensis Bertani, 2001 and V. vellutinus (Mello-Leitdo, 1923), which in
the past did not have enough morphological characters to differentiate their females. Finally, a
consistent phylogenomic analysis was presented for the lineage of Theraphosinae spiders with
retrolateral and subapical keels, indicating the clade monophyly. This work makes it possible to
discuss the importance of taxonomic structures in groups with few diagnostic morphological
characters and which are often based on subjective characters, in addition to clarifying, based on

molecular methodology, the evolutionary relationships of an important group of Theraphosinae,



creating subsidies for more studies involving these spiders and contributing to the knowledge
about the evolution of the Theraphosidae family.

Keywords: Tarantulas, morphometry, closed contours, UCE's
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Introducéo geral

INFRAORDEM MYGALOMORPHAE

As aranhas Mygalomorphae, conhecidos popularmente como caranguejeiras, tarantulas
(internacionalmente), aranhas de alcapdo, aranhas de teia de lencol, aranhagcl (comunicacao
pessoal) apresentam cerca de 3000 espécies descritas atualmente (WORLD SPIDER CATALOG,
2021). A infraordem esta dividida em 31 familias, sendo elas: Actinopodidae, Anamidae,
Atracidae, Atypidae, Antrodiaetidae, Barychelidae, Bemmeridae, Ctenizidae, Cyrtaucheniidae,
Dipluridae, Euagridae, Euctenizidae, Entypesidae, Halonoproctidae, Hexathelidae, Hexurellidae,
Idiopidae, Ischnothelidae, Macrothelidae, Mecicobothriidae, Megahexurellidae, Microhexuridae
Microstigmatidae, Migidae, Nemesiidae, Paratropididae, Porrhothelidae, Pycnothelidae,
Rhytidicolidae, Stasimopidae e Theraphosidae (RAVEN, 1985; BOND et al., 2012; HEDIN et al.,
2018; GODWIN et al., 2018; HEDIN et al., 2019; OPATOVA et al., 2020; MONTES-DE-OCA
etal., 2022).

FAMILIA THERAPHOSIDAE

Dentre as familias de Mygalomorphae, Theraphosidae constitui a mais diversificada e
possui mais de mil espécies descritas (WORLD SPIDER CATALOG, 2021). Sdo aranhas com
representantes de habitos arboricolas e terrestres (a grande maioria), que vivem dentro de tocas,
sob troncos caidos e pedras (BERTANI, 2001). Esta familia passa por diversos problemas em sua
sistematica, sendo considerado como um pesadelo taxonémico (RAVEN, 1990). Isto se da
principalmente pelo fato de muito exemplares terem sido descritos com base em amostras
coletadas em expedicBes do século XIX e que ndo estdo disponiveis para novas revisoes
atualmente (FUKUSHIMA et al., 2008). Somado a esta problematica, as aranhas Theraphosidae
apresentam uma morfologia com alta homogeneidade, além de espécies com grande distribuicéo
biogeogréfica (RAVEN, 1990).

As aranhas Theraphosidae possuem uma classificacdo baseada em estruturas

morfoldgicas diversas, como por exemplo 6rgdos estridulatérios, proporcdo do tamanho das

pernas em relacdo ao restante do corpo, disposi¢do de escopula e olhos, padrdes de coloragao
10



(SIMON, 1892; POCOCK, 1903; MELLO-LEITAO, 1923; GERSCHMAN de PIKELIN &
SCHIAPELLI, 1979; RAVEN, 1985; SMITH, 1995, PRENTICE, 1997, GALLETI-LIMA &
GUADANUCCI, 2018, 2019), tipos de cerdas urticantes (COOKE et al., 1972, PEREZ-MILES
et al. 1996), formato da espermateca (SCHIAPELLI & GERSCHMAN de PIKELIN, 1962) e
formato do bulbo copulador, bem como apofises tibiais (BUCHERL, 1957; RAVEN, 1985;
PEREZ-MILES et al., 1996; BERTANI, 2001, GUADANUCCI, 2014). Em sua hip6tese
filogenética com base em caracteres morfologicos, Guadanucci (2014) considerou
Theraphosidae como um grupo monofilético, sustentado pela presenca de I6bulos dos cimbios
com tamanhos semelhantes, auséncia de rastelos, maxilas com I6bulos pronunciados
anteriormente, tarsos com grandes tricobotrios clavados e dispostos em duas linhas paralelas,
além dos articulos apicais das fiandeiras posteriores serem digitiformes. Os representantes
terafosideos foram classificados em um total de 11 subfamilias (RAVEN, 1985; GALLON &
GABRIEL, 2006; GUADANUCCI, 2014), sendo elas Thrigmopoeinae e Ornithoctoninae
endémicos da Asia; Eumenophorinae, Stromatopelminae e Harpactirinae do continente africano;
Selenogyrinae da Africa e india; Theraphosinae, Aviculariinae e Schismatothelinae endémica
das Américas; Selenocosmiinae da Australia, Asia e Américas; e finalmente Ischnocolinae stricto
sensu, com espécies nas Américas e Africa.

Um novo estudo de Theraphosidae foi realizado em 2019, por Foley e colaboradores,
quando estes desenvolveram, através de dados de transcriptoma, uma analise para entenderem o
relacionamento de suas subfamilias. Neste trabalho, foram recuperados o monofiletismo de
Theraphosidae e a ndo monofilia de Ischnocolinae (como em Guadanucci, 2014), além de
apontarem evidéncias moleculares para a criagdo de duas novas subfamilias, que antes eram
guestionadas morfologicamente: Psalmopoeinae e Poecilotheriinae.

SUBFAMILIA THERAPHOSINAE
A subfamilia Theraphosinae é a mais diversa e distribuidas por toda Regido Neotropical
(América Central, América do Sul, Sul do México e ilhas do Caribe), porém também em regides

temperadas como Estados Unidos e Norte do México (PEREZ-MILES & PERAFAN, 2020).
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Atualmente a subfamilia inclui 68 géneros e mais de 500 espécies (WORLD SPIDER CATALOG,
2021). As aranhas Theraphosinae constituem um grupo monofilético, sustentado pelas seguintes
sinapomorfias: presenca de quilhas no émbolo dos bulbos copuladores, subtegulum estendido
sobre o tegulum e presenca de cerdas urticantes (tipos I, 11, 1V, V, VI ou VII) (RAVEN, 1985;
PEREZ-MILES etal., 1996; GUADANUCCI, 2014; KARDEKA et al., 2019). O primeiro trabalho
a propor um estudo evolutivo dos género Theraphosinae foi desenvolvido por Pérez-Miles et al.
(1996), que através da codificacdo de 27 caracteres morfoldgicos, propuseram que o grupo fosse
considerado monofilético. No inicio do século XXI, um estudo desenvolvido por Bertani (2000),
que descreveu diferentes quilhas encontradas nos bulbos copuladores de machos de 60 espécies
de Theraphosinae, possibilitou a inclusdo de novos caracteres morfoldgicos para serem codificados
em novas analises filogenéticas para a subfamilia. Em 2001, Bertani propdes uma nova analise
filogenética para géneros sul americanos de Theraphosinae, com o desenvolvimento de uma nova
matriz morfolégica. Recentemente estas duas hipoteses filogenéticas foram investigadas por
Galleti-Lima & Guadanucci (2018), quando testaram o relacionamento evolutivo de aranhas
Theraphosinae, com a introducdo de caracteres de cerdas estridulatérias, Perafan et al. (2016),
guando estes descreveram o género Kankuamo Perafan, Galvis & Gutiérrez e Perafan & Valencia-
Cuellar (2018), com a descri¢cdo de uma nova espécie de Proshapalopus Mello-Leitdo, 1923.

Os géneros de Theraphosinae sdo divididos em dois grandes grupos de acordo com Perafan
et al. (2016), sendo os géneros que apresentam cerdas urticantes tipo IV (Bumba Pérez-Miles,
Bonaldo & Miglio, 2014, Euathlus Auserrer 1875, Grammostola Simon, 1892, Homoeomma
Auserrer, 1871, Melloleitaoina Gerschman & Schiapelli, 1960, Phrixotrichus Pocock, 1901,
Plesiopelma Pocock, 1901, Thrixopelma Schmidt, 1994, Tmesiphantes Simon, 1892) e os que
apresentam cerdas urticantes tipo | (Acanthoscurria, Ausserer, 1871, Aphonopelma Pocock, 1901,
Brachypelma Simon, 1891, Citharacanthus Pocock, 1901, Clavopelma Chamberlin, 1940,
Cyrtopholis Simon, 1892, Eupalaestrus Pocock, 1901, Lasiodora C. L. Koch, 1850,
Megaphobema Pocock, 1901, Metriopelma Becker, 1878, Nhandu Lucas, 1983, Pamphobeteus

Pocock, 1901, Phormictopus Pocock, 1901, Sericopelma Auserrer, 1875, Sphaerobothria Karsch,
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1879, Vitalius, Xenesthis Simon, 1891).
O GENERO VITALIUS

Estabelecido a partir de especies brasileiras que anteriormente pertenciam a
Pamphobeteus, o género Vitalius foi descrito por Lucas, Silva & Bertani (1993), quando estes as
compararam com espécimes do Equador, Colébmbia e Bolivia, detectando diferencas
morfoldgicas entre eles. Sua etimologia € uma homenagem ao Dr. Vital Brazil, fundador do
Instituto Butantan de S&o Paulo, Brasil. Lucas, Silva & Bertani (1993) propuseram a seguinte
diagnose para Vitalius: machos com émbolo com pequenas cristas, uma delas forma um espinho
afiado; émbolo sem aspecto céncavo/convexo; metatarso | que se fecha exteriormente a apofise
tibial, que é formado por dois espordes; espermateca formada por dois receptaculos, originados
de uma base comum.

Em 2001, Bertani revisou o género com base em caracteres morfoldgicos, e propds uma
atualizacdo para a diagnose original: @émbolo com uma quilha subapical triangular nos machos,
auséncia de cerdas estridulatorias, espermateca com dois receptaculos separados por uma base
fortemente esclerotizada, e pela auséncia de cerdas urticantes tipo Il nas fémeas. Neste trabalho
foram incluidas nove espécies para o género: V. buecherli Bertani, 2001, V. dubius Mello-Leitéo,
1923, V. longisternalis Bertani, 2001, V. lucasae Bertani, 2001, V. paranaensis Bertani, 2001, V.
roseus Mello-Leitdo, 1923, V. sorocabae Mello-Leitdo, 1923, V. vellutinus Mello-Leitdo, 1923
e V. wacketi Mello-Leitdo, 1923. Ja em 2012, Bertani e colaboradores incluiram no género a
espécie Vitalius nondescriptus Mello-Leitdo, 1926, com ocorréncia no estado de Minas Gerais,
Brasil. Esta espécie apresenta uma quilha subapical nos bulbos dos machos bem desenvolvida,
semelhante as encontradas nas outras espécies de Vitalius e nos géneros Nhandu Lucas, 1983 e
Lasiodora C. L. Koch, 1850. Inclusive, esta semelhanca no bulbo copulador foi verificada por
Galleti-Lima & Guadanucci (2018) para a espécie Pterinopelma sazimai Bertani, Nagahama &
Fukushima, 2011, que se apresentou relacionada aos géneros Nhandu e Vitalius e distante das
outras espécies de Pterinopelma Pocock, 1901.

Atualmente o género é constituido por dez espécies, sendo que todas ocorrem no Brasil,
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distribuidas pelos Estados de Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (Figura 1). Além disso, existe registro para as espécies V. paranaensis, V.
longisternalis e V. roseus para a provincia de Misiones, na Argentina (BERTANI, 2001;
FERRETTI etal., 2014; FERRETTI et al., 2015). Segundo Bertani (2001), a biogeografia dessas
aranhas esta relacionada a eventos geologicos historicos das regides sul e sudeste do Brasil, que
promoveram as formacdes da Serra do Mar, da Serra da Mantiqueira e da depressao periférica
no limite leste da bacia do Parana. Além disso, Bertani (2001) aponta que a geomorfologia e a
variacdo vegetal do estado de Sdo Paulo sdo responsaveis pela simpatria das espécies V.
vellutinus, que ocorre em uma area de planalto ocidental, com vegetacdo tipica de floresta
tropical, V. sorocabae, ocorrendo em area de Depressdo Periférica, com vegetacdo de cerrado,
V. dubius e V. buercheli, ambas ocorrendo em area de Planalto Atlantico, com vegetacdo de
floresta tropical latifoliada e V. wacketi, ocorrendo na Serra do Mar, com vegetacao tipica floresta
tropical latifoliada. Além disso, Bertani (2001) indica em suas analises filogenéticas que a
espécie V. roseus, que ocorre no Rio Grande do Sul, € irma da espécie V. vellutinus, que ocorre
em Séo Paulo, sendo que elas estdo relacionadas filogeneticamente com a espécie V. paranaensis,
que ocorre no Parana.

A morfologia das espécies de Vitalius, bem como de outros Theraphosidae, € altamente
homogénea, muitas vezes baseadas em caracteres descritivos, e que por apresentar casos de
simpatria, podem gerar erros de identificacdo e problemas na codificacdo de matrizes
filogenéticas morfoldgicas. Esses erros sdo gerados, principalmente, devido aos exemplares
estarem depositados em alcool de colecgdes cientificas, que acabam perdendo caracteristicas de

coloracdo, cerdas e espinhos corporais, caracteres comumente utilizados para suas identificagdes.
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Figura 1. Mapa de ocorréncia das espécies do género Vitalius de acordo com Bertani (2001),
Bertani et al. (2012), Ferretti et al. (2014; 2015).
ESPECIES CRIPTICAS
A identificacdo e descoberta de novas espécies € algo importante para o enriquecimento
do conhecimento da biodiversidade. Entretanto, alguns grupos biolégicos apresentam
dificuldades na definicdo de suas caracteristicas morfoldgicas, gerando muitas vezes
incapacidade na distingdo de duas ou mais espécies. Bickford et al. (2007) consideraram como

espécies cripticas duas ou mais espécies diferentes, que sdo classificadas como apenas uma,
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devido a impossibilidade de serem distinguidas apenas pela morfologia. A identificacdo de
espeécies cripticas em aranhas Mygalomorphae, assim como o conhecimento sobre delimitagéo
de espécies, vem ganhado notoriedade no meio cientifico (HENDRIXSON & BOND, 2007,
2009; STARRETT & HEDIN, 2007; BAILEY et al.,, 2010; HAMILTON et al., 2011,
HENDRIXSON et al., 2013; SATLER et al., 2013; WILSON et al., 2013; HAMILTON et al.,
2014; ORTIZ & FRANCKE, 2017, MENDOZA & FRANCKE, 2017), pois se apresentam
como grandes obstaculos para um conhecimento e trabalho mais abrangente em prol da ecologia
e evolucdo de diferentes grupos de estudo. Em grupos onde a morfologia é baseada em poucos
caracteres, como as aranhas Mygalomorphae, a identificacdo de espécies se torna um problema.
Além disso, muitas espécies de Mygalomorphae acabam compartilhando uma mesma area de
ocorréncia, aumentando as possibilidades de novos erros de identificacdo. Duvidas sobre
especiacdes e relacdes evolutivas podem ser respondidas por trabalhos morfolégicos mais
detalhados, acrescido com pesquisas de cunho moleculares.
TECNICAS MORFOMETRICAS PARA DELIMITACAO DE ESPECIES

O conceito de morfometria em biologia teve sua primeira aplicacdo no meio cientifico
no final do século XIX, com trabalhos dos pesquisadores Francis Garton, W. F. R. Weldon e
Karl Pearson, onde estudavam a relacédo de medidas morfoldgicas em organismos (FORNEL &
CONDEIRO-ESTRELA, 2012). Apesar de iniciarem uma nova metodologia de estudo, essas
obras iniciais ndo apresentavam suportes estatisticos (MARCUS et al., 1996; MONTEIRO &
REIS, 1999). Conceitos estatisticos que pudessem revigorar as analises morfométricas surgiram
na década de 1930 com Geoges Teissier, com a criagdo das anélises de componentes principais
(ACP) e R. A. Fisher, com o desenvolvimento de analises univariadas e multivariadas, bem
como andlises discriminantes (AD) (MARCUS et al., 1996; MONTEIRO e REIS, 1999). De
acordo com Rohfl & Marcus (1993), a morfometria consiste em métodos de descri¢do e anélise
estatistica da variagdo de forma em diferentes organismos. Na aracnologia, mais precisamente
em estudos envonvendo a descri¢do de espécies que hoje constituem o género Vitalius, ja se

utilizavam comumente mensuragdes de estruturas morfoldgicas para discutirem diferencas
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entre individuos e até mesmo serem decisivas para classificacdes a nivel de espécies (MELLO-
LEITAO, 1923; PIZA, 1944; BUECHERL, 1947, 1949, 1957; BUECHERL, TOMOTHEO &
LUCAS, 1971; PIZA, 1976; LUCAS, SILVA & BERTANI, 1993 & BERTANI, 2001).

De acordo com Rohfl & Marcus (1993), existem duas abortagens morfométricas que
podem ser utilizadas em trabalhos de cunho bioldgico, a morfometria classica (ou tradicional)
e a morfometria geométrica. A morfometria classica também pode ser denominada de
morfometria multivariada, pois nelas as medidas correspondem a diferentes variaveis e
consistem em valores métricos de comprimentos, larguras, angulos e razbes de estruturas
morfologicas ou até distancias entre pontos homologos (ROHFL & MARCUS, 1993). De
acordo com estes autores, elas podem ser analisadas estatisticamente através de analises de
componentes principais, analise de variaveis canodnicas e andlises discriminantes, e serem
expressas por graficos e valores numéricos. Esta técnica morfométrica vem se mostrando Util
para diferenciar espécies que possuem similaridade morfolégica (LUMLEY & SPERLING,
2010; BUCK et al. 2012).

A morfometria geométrica, por sua vez, recupera coordenadas cartesianas através da
insercdo de pontos anatémicos homologos (landmarks) (BOOKSTEIN, 1984; ROHFL, 1990;
ROHFL & MARCUS, 1993; MONTEIRO & REIS, 1999). De acordo com 0s autores, essas
coodenadas podem ser expressas em duas dimensdes (eixo X e eixo Y) ou trés dimensdes (eixo
X, eixo Y e eixo Z), possibilitando a visualizacdo desses pontos atraves de imagens gréaficas
chamadas de thin plates, que recebe esse nome por ser assemelhar com uma placa fina de metal
(BOOKSTEIN, 1889, 1991; ROHFL & BOOKSTEIN, 1990).

Os landmarks podem ser classificados em trés tipos, de acordo com seus graus de
confiabilidade, sendo eles: tipo I, quando tratam-se de pontos homologos altamente confiaveis,
como uma regido de juncdo de estruturas; tipo 11, quando os pontos homdélogos apresentam
confiabilidade média, como em uma regido de maxima curvatura; e tipo Il (também chamados
de semilandmarks), quando os pontos homélogos apresentam confiablidade baixa, como em

uma regido de minima curvatura (BOOKSTEIN, 1991; MONTEIRO & REIS, 1999).
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Quando se estuda a variagdo geométrica de uma estrutura, assume-se um conceito
chamado na morfometria geométrica de conformacéo estrutural, que consiste na soma da forma
e tamanho da estrutura (MONTEIRO & REIS, 1999). Outro conceito importante é o centrdide,
que é definido por Bookstein (1991) como o centro de gravidade da forma.

Para o desenvolvimento das analises morfométricas sdo necessarias determinadas
condicdes especificas para se obter resultados satisfatorios, estatisticamente, e evitar problemas
analiticos. Essas condi¢6es sdo por exemplo a padronizacdo do foco da camera, a resolucdo da
imagem e também um nimero amostral, pelo menos, quatro vezes maior que o numero de
landmarks utilizados (MONTEIRO & REIS, 1999; FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA,
2012).

De acordo com Bookstein (1991), ao serem recuperadas atraves das insercdes dos
landmarks, as diferentes coordenadas analisadas devem passar por um processo de
sobreposicdo, que visa eliminar efeitos de posicdo, orientacdo e escalonamento. Um dos dos
processos de sobreposicdo mais utilizados é a sobreposicdo generalizada de procrustes (ou
Generalizes Procrustes Analysis — GPA). Apos a GPA, as transformacdes dos landmarks das
estruturas analisadas podem ser observadas em imagem através das thin plates (BOOKSTEIN,
1889, 1991; ROHFL & BOOKSTEIN, 1990).

A morfometria geométrica, assim como a morfometria classica, pode ser analisada
através de estatisticas multivariadas, como analises exploratérias (analises de componentes
principais), analises classificatdrias (analises de varidveis candnicas e analises discriminantes
lineares) e testes univariados ou multivariados, além da utilizacdo de distancias de Mahalanobis
e procrustes para evidenciar as diferencas de formas entre grupos (FORNEL & CORDEIRO-
ESTRELA, 2012). As distancias de Mahalanobis séo valores que indicam as diferencas das
estruturas analisadas entre os grupos, baseados em variagdes que existem dentro destes, sendo
que quanto maiores os valores, maiores as diferencas (MARDIA et al., 2000; VISCOSI &
CARDINI, 2011). J4 as distancias de procrustes sdo valores que contribuem para a identificacéo

de diferencas nas configuracfes anatbmicas das estruturas analizadas entre os diferentes grupos

18



(COOKE & TERHUNE, 2015).

Quando uma estrutura morfologica a ser analizada compreende uma grande quantidade
de landmarks tipo 11l ou quando essa quantidade ndo é suficiente para cobrir toda a estrutura,
podendo comprometer uma correta comparagdo entre 0s pontos, € necessario a utilizacao de
outras metodologias morfométricas. Dentre elas estdo as analises de contornos (ROHLF, 1990).

Rohlf (1990) diz que contornos podem ser classificados em dois tipos: contornos abertos,
quando existe a ligacao entre dois pontos homologos, ou contornos fechados, quando essa ligacéo
¢ iniciada e terminada em um mesmo ponto. Os contorno fechados podem ser estudados por
metodologias analiticas como a Andlise Eliptica de Fourier.

A Analise Eliptica de Fourier, desenvolvida por Kuhl & Giardina (1982), é expressa por
meio de uma funcdo paramétrica que néo leva em conta a posic¢éo, rotacdo e tamanho do contorno
(o mesmo principio da sobreposicdo de procrustes), sem perder informacdes da forma da
estrutura analisada (KUHL & GIARDINA, 1982; LESTREL, 1997). Essa fungdo paramétrica é
definida por coeficientes de harmonicas, sendo que cada uma delas possui quatro coeficientes
(an, bn, Cn, dn) € que podem ser analisados por estatisticas multivariadas (KUHL & GIARDINA,
1982; CRAMPTON, 1995; DUARTE-NETO et al., 2008; LESTREL, 1997).

TECNICAS MOLECULARES PARA DELIMITACAO DE ESPECIES

Técnicas moleculares tem sido constantemente utilizadas para auxiliarem pesquisadores
na delimitacdo de espécies, bem como entender padrdes evolutivos entre grupos ou caractéres
morfoldgicos, como por exemplo em diversos trabalhos envolvendo aranhas Mygalomorphae
(HENDRIXSON & BOND, 2005; HENDRIXSON & BOND, 2006; LONGHORN et al., 2007;
PETERSEN et al., 2007; HAMILTON et al., 2011; BOND et al., 2012; HENDRIXSON et al.,
2013; WILSON et al., 2013; HAMILTON et al., 2014; HENDRIXSON et al., 2015;
HAMILTON et al., 2016; ORTIZ & FRANCKE, 2016; MONTES DE OCA & PEREZ-MILES,
2016; MENDOZA & FRANCKE, 2017; ORTIZ et al., 2018; HUSSER, 2018; TURNER et al.,
2018; HEDIN et al., 2018; GODWIN et al., 2018; FOLEY et al., 2018; LUDDECKE et al., 2018;

HEDIN et al., 2019; OPATOVA et al., 2020; MONTES DE OCA et al., 2022).
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Com répido avanco tecnologico, novas técnicas de sequenciamentos moleculares foram
surgindo, buscando acessar um maior nimero de dados multilocus, como as de nova geracao
(Next Generation Sequencing — NGS).

Estes métodos de NGS vem se mostrando efetivos para entender questdes evolutivas de
grupos taxondmicos (HAMILTON et al., 2016; DIMITROV et al., 2017). Uma das metodologias
é o0 Enriquecimento Hibrido Ancorado (Anchored Hybrid Enrichment — AHE). Este € um método
de sequenciamento que recupera centenas de loci ortdlogos (aqueles que divergiram por
especiacdo) que sdo considerados Unicos e por isso apresentam alto potencial para resolver

problemas cladisticos entre grupos considerados ndao-modelos (HAMILTON et al., 2016).

De acordo com Behjati & Tarpey (2013), a metodologia de NGS produzem sequéncias
mais rapidamente, em apenas uma corrida, através de suas capturas. As sequéncias Sao
enriquecidas e seus espacos gendmicos reduzidos, gerando uma maior cobertura da regido
segmentada (GROVER et al., 2012). Um dos métodos que capturam essas sequéncias utilizam
marcadores especificos chamados elementos ultraconservados (Ultraconserved Elements —
UCE’s). Estes elementos sdo pequenos trechos (aproximadamente 500 pb) que constituem
regibes ultraconservadas do genoma (FAIRCLOTH et al.,, 2012). Alguns trabalhos vem
utilizando os UCEs para estudos evolutivos, como relagcdes evolutivas de mamiferos placentarios
(McCORMACK et al., 2012), origem evolutiva de tartarugas (CRAWFORD et al., 2012), entre
passaros e papagaios (McCORMACK et al.,, 2013) e peixes (FAIRCLOTH et al.,, 2012;
BURRESS et al., 2018; ALFARO et al., 2018). Em aranhas Mygalomorphae, esta técnica vem
ganhando notoriedade nos ultimos anos com trabalhos como Hedin et al (2018; 2019).

Objetivos

O fato de as aranhas Vitalius apresentarem grande semelhanca morfoldgica e algumas
espécies simpatricas (Figura 1) compromete a precisa identificagdo no nivel de espécie,
principalmente quando armazenadas em colec¢Ges cientificas, pois ao longo do tempo o0s
espécimes acabam sofrendo degradagdo, como perda de estruturas morfologicas (espinhos,

cerdas, articulos) e coloracdo. Com base nisso, este trabalho buscou avaliar caracteres
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morfométricos (medidas e formas) que suportem a distin¢ao entre espécies similares de Vitalius,
propor uma hipotese de relacionamento evolutivo, com dados filogendmicos, entre as espécies
de Vitalius e entre géneros proximos e testar a monofilia de Vitalius e da linhagem de aranhas
Theraphosinae caracterizadas morfologicamente por possuirem quilhas retrolateral e subapical
nos bulbos dos machos.

Este trabalho foi dividido em quatro capitulos. No primeiro capitulo é realizado um
estudo morfogeométrico dos esternos e genitalias de V. longisternalis e V. roseus. O segundo
capitulo mostra um estudo pratico de diferenciacdo dos contornos dos bulbos copuladores
masculinos de P. sazimai e V. nondescriptus, duas espécies de Theraphosinae que acumulam
duvidas sobre a morfologia de suas genitalias masculinas. O terceiro capitulo apresenta a
diferenciacdo morfométrica entre fémeas de V. paranaensis e V. vellutinus, que apenas se
diferenciam por suas distribuicdes biogeograficas. Ainda neste capitulo apresentamos um estudo
de forma morfométrica e diferenciacédo entre os bulbos copuladores masculinos destas espécies.
No quarto capitulo é apresentado uma andlise filogenémica utilizando UCESs com representantes

de aranhas Theraphosinae.
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Consideracoes finais

Os resultados apresentados nesta tese indicaram que individuos de uma mesma espécie
podem apresentar variacdes estruturais diferentes, e em alguns casos, se assemelhando a outras
espécies. O esterno, carater usualmente utilizado na diagnose de espécies de aranhas Vitalius, é
um exemplo deste problema. O caréater, que é tratado de maneira descritiva para a espécie V.
longisternalis (mais longo do que largo), também é encontrado em proporcdes semelhantes em
alguns individuos de V. roseus. Nossos estudos apontam que a maneira ideal para se tratar este
carater € morfometricamente, o que também pode valer para outras estruturas morfolégicas,
como carapaga, labio, enditos e comoro ocular.

O estudo de forma de um carater também se mostrou eficaz para diferenciar estruturas
morfolégicas homogéneas em aranhas Theraphosinae, que acabam gerando confusbes de
identificacdo ou possiveis erros de codificacdo em uma matriz filogenética morfolégica. O bulbo
copulador das espécies simpatricas P. sazimai e V. nondescriptus apresentam tal similaridade
morfoldgica, principalmente pelo fato de se levarem em conta apenas as quilhas constituintes
deste carater. Aqui apresentamos uma metodologia para analise de forma (Anélise Eliptica de
Fourier), que possibilitou a diferenciacdo de tais estruturas, bem como mapear as principais
transformagdes em suas formas.

Destacamos ainda a importancia das medidas classicas realizadas em descri¢cbes de
espécies, visto que elas podem demonstrar diferencas morfométricas que podem ser utilizadas
para diferenciacdo entre espécies. Um exemplo disso sdo as fémeas de V. paranaensis e V.
vellutinus, que ndo apresentavam diferencas morfoldgicas suficientes para distingui-las. Aqui
apontamos que proporcdes de pernas e carapaca apresentam diferencas entre as espécies. Além
disso, apresentamos neste estudo, mais um caso de como o estudo da forma de um carater
supostamente pouco informativo (espermateca), pode ser utilizado para diferenciar espécies
semelhantes.

Finalmente, propomos uma hipotese filogenética consistente, baseada em Elementos

Ultraconservados, em que esclarecemos as principais davidas acerca das relacfes evolutivas dos
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grupos pertencentes a uma linhagem de aranhas Theraphosinae muito comum no Brasil, as
caranguejeiras com quilhas retrolateral e subapical no bulbo copulador masculino. Nossa
hipdtese também indicou os relacionamentos das especies do género Vitalius, que devera ser
reclassificado e mantera apenas as espécies V. buecherli, V. dubius, V. lucasae, V. paranaensis,
V. sorocabae e V. vellutinus, restringindo a distribuicdo do género para os estados de Sdo Paulo
e Parana. Ainda apresentamos a existéncia de uma nova espécie para o0 género, também para o
estado do Parana. Os machos desta nova espécie apresentam caracteristica morfoldgicas
semelhantes aos machos de V. paranaensis, e s6 foram diferenciados devido a estarem
relacionados a um individuo feminino morfologicamente distinto. A partir deste posicionamento
filogenético foi possivel observar as pequenas diferencas morfologicas nas apofises tibiais e
bulbo copulador.

Esta tese abordou através de metodologias modernas uma nova visdo de como devemos
entender a taxonomia morfologica de aranhas Theraphosinae, auxiliando na tomada de decisdes
e resolvendo questdes morfologicas e evolutivas que outrora geravam questionamentos. Desta
maneira, criamos subsidios para futuros estudos que podem ser replicados em outros grupos de

aranhas Mygalomorphae.
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