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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
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(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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Capitulo |
Além da morfologia descritiva: diferenciacdo morfogeométrica do esterno de

duas espécies de Vitalius Lucas, Silva & Bertani, 1993.

Resumo

Aranhas Theraphosidae sdo animais que apresentam grande homogeneidade morfolégica, onde
muitas espécies possuem seus caracteres diagndsticos tratados de maneira descritiva, sem levar
em conta as diferentes variacdes de forma de seus individuos. 1sso acontece com as espécies do
género Vitalius, V. longisternalis Bertani, 2001 e V. roseus Mello-Leitéo, 1923, que se distribuem
pela regido sul do Brasil e também na provincia de Misiones, na Argentina. Neste trabalho
objetivamos diferenciar morfometricamente individuos de V. roseus, através de analises
morfogeomeétricas de seus esternos. As diferenciacdes foram alcancadas através de Andlises de
Componentes Principais (ACP) e Analises de Varidveis Candnicas (AVC). Os resultados obtidos
possibilitaram a identificacdo de um novo morf6tipo de V. roseus, com esterno semelhantes a V.
longisternalis, destacando possiveis casos de areas de hibridizacdo. Além disso, evidenciamos
que determinados caracteres morfoldgicos ndo devem ser tratados de maneira descritiva, ja que
existem mais de uma variacao de forma para uma mesma estruturas morfoldgica.

Palavras chave: Mygalomorphae, Theraphosidae, Taxonomia, Morfometria Geomeétrica,

espécies cripticas
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1. Introducdo

As aranhas da familia Theraphosidae possuem representantes com morfologia altamente
homogénea, onde muitas espécies sao baseadas em caracteres diagnosticos descritivos, que nao
levam em conta as diferentes variaces de seus individuos. Esse caso pode ser observado em
algumas espécies pertencentes ao género Vitalius, aranhas que se distribuem pela regido Sudeste
e Sul do Brasil e também pela provincia de Misiones, na Argentina (BERTANI, 2001;
FERRETTI et al., 2014; FERRETTI et al., 2015).

Dentre suas dez espécies, V. longisternalis, que ocorre no estado do Parana e Santa
Catarina, Brasil e também em Missiones, Argentina, € caracterizada por se diferenciar de todas
as outras espécies do género por apresentar esternos mais longos do que largos. Entretanto ndo é
raro se deparar com individuos de outras espécies com variacdes de esternos semelhantes a V.
longisternalis, caso de espécimes pertencentes a V. roseus, que se distribui pelo estado do Rio
Grande do Sul, Brasil e também em Misiones, Argentina.

A dificuldade na maneira que um carater morfoldgico é tratado pode ser solucionado
através da utilizacdo de técnicas de morfometria geométrica, que utiliza o principio de
recuperacdo da forma geométrica de determinada estrutura taxonémica (ROHLF & MARCUS,
1993), compreendidas em suas formas dimensionais (duas ou trés dimensdes), através de
coordenadas obtidas por pontos anatbmicos homologos (landmarks) e que podem ser analisadas
atraves de estatisticas multivariadas (ROHLF & MARCUS, 1993).

Em algumas estruturas morfoldgicas os pontos anatdmicos homologos ndo exibem facil
localizagdo, gerando diversos problemas para suas insercdes. Nesses casos uma alternativa
favoravel é a realizagdo de analises por contornos fechados (ROHLF, 1990). Dentre varios
métodos que utilizam contornos fechados, a Analise Eliptica de Fourier tem sido constantemente
abordada em estruturas de contornos complexos, como de crustaceos e insetos (KUHL &
GIARDINA, 1982; ROHLF & ARCHIE, 1984; FERSON et al. 1985; TORT, 2003; ZAHN &
WANG, 2012; WEN et al. 2015). Esta analise busca manter as informagdes da forma da estrutura,

independentemente do tamanho, posi¢cdo e rotagdo do contorno, utilizando os chamados
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coeficientes da primeira harmonica (CRAMPTON, 1995).
Com base nisso, objetivamos diferenciar individuos de V. roseus, que compartilham

esternos semelhantes aos de V. longisternalis, através de estudos morfometria geométrica.

2. Material e métodos

Material: O material analisado neste trabalho € proveniente das colecGes aracnoldgicas
das seguintes instituicbes: CAD, Colecdo Aracnoldgica de Diamantina, Rio Claro, Sdo Paulo — J.
P. L. Guadanucci; IBSP, Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil — A. D. Brescovit; MCN, Museu
de Ciéncias Naturais, Fundacao Zoobotanica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil — R. Ott;
MCTP, Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brasil — R. A. Teixeira; MZSP, Museu de Zoologia da Universidade de Séo Paulo,
Sdo Paulo, Brasil — R. Pinto da Rocha.

Selecdo dos taxons: As pré-identificacbes foram realizadas seguindo as diagnoses de

Bertani (2001). A lista com os espécimes analisados esté indicada em Anexo I.

Aquisicao das imagens: As imagens dos caracteres foram obtidas através de camera Leica

MC 170 hd embutida em um estereomicroscépio Leica M205C e software Leica Application Suite
LAS V4.12. Todos os espécimes analisados sempre eram posicionados da mesma forma e
fotografados com mesma objetiva e aumento. Foram descartados das anélises os individuos sub-
adultos e com estruturas danificadas.

Classificacdo de individuos de V. roseus com esternos modificados: Selecionamos

determinados individuos de V. roseus, que embora apresentassem caracteres sexuais (bulbo
copulador, apofise tibial e espermateca) de acordo com a diagnose da espécie, possuiam variagoes
de esternos mais semelhantes ao padrdo morfoldgico de V. longisternalis. Apds identificados
(fémeas: MCN 17797, MCN 42460, MCN 3045, MCN 4524 e MCN 8987; machos: MCN 21028,
MCN 21075, MCN 21076 e MCN 21197), definimos uma nova classificacéo para estes individuos
(esterno mais longo).

Analise dos bulbos copuladores e espermateca: Para confirmar que os individuos

classificados como uma variagdo com o esterno mais longo se tratavam de V. roseus, de fato,
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selecionamos os bulbos copuladores masculinos e espermatecas femininas para uma andlise de
contornos fechados.

Morfometria geométrica: As imagens das estruturas foram agrupadas em pastas unicas e

convertidas em formato TPS pelo software tps-Util 1.28 (ROHLF, 2004). Para a insercao dos
marcos anatémicos, foi utilizado o software TPSDIG32 v. 1.31 (ROHLF, 2001). Foram utilizados
dez landmarks para as andlises dos esternos (Figura 1, A). As descri¢des e os tipos de landmarks
utilizados estdo expressos nas tabelas 1.

Tabela 1. Tipo e descricdo dos landmarks utilizados na analise de morfometria geométrica dos

esternos de fémeas e machos das espécies.

Landmarks Tipo Descricio do landmark

I Area de insercdo do endito esquerdo/extremo basal esquerdo do labio.
| Area de inserco da coxa | esquerda.

| Area de insercdo da coxa Il esquerda.

| Area de insercdo da coxa Il esquerda.

| Area de insercdo da coxa IV esquerda e direita.
|
I
|
|

Area de insercdo da coxa Il1 direita.
Area de insercdo da coxa Il direita.
Area de insercdo da coxa | direita.
Area de insercéo do endito direito/extremo basal direito do labio.
1 Méxima curvatura basal média do labio.

Boo~vwoobswnek

Contornos fechados: Para a aquisicdo dos contornos das estruturas, realizou-se

inicialmente a edicdo das imagens através do software Adobe Photoshop CS6, de onde se extrairam
as silhuetas pretas e posteriormente a alteracdo da escala de cor para cinza, para entdo serem
compactadas em fundo branco e reagrupadas em pasta Gnica. Os contornos fechados foram
extraidos dos bulbos copuladores (com excecdo do subtégulo) e espermatecas (a partir da altura

da regido média entre os lobulos) (Figura 1, B-C).

Figura 1, A-C. lustracdes das estruturas morfologicas utilizadas para as analises morfogeométricas de V.

longisternalis e V. roseus. A. Esterno (vista ventral) e os pontos anatémicos utilizados para a analise de
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morfometria geométrica (pontos vermelhos). B. Vista prolateral do bulbo copulador masculino (acima)
e sua silhueta preta utilizada para as andlises de contorno fechado (abaixo). B. Vista ventral da
espermateca feminina (acima) e sua silhueta preta utilizada para as analises de contorno fechado
(abaixo).

Analises estatisticas: Os dados de morfometria geométrica dos esternos inicialmente

passaram por Andlise Generalizada de Procrustes (GPA), para a eliminacdo dos efeitos de
tamanho, posicdo e orientacdo. Apos esse processo, foram extraidas matrizes de covariancia e
posteriormente realizadas as analises de componentes principais (ACP), a fim de se explorar as
variacdes totais de configuracdes anatdmicas e as possiveis formacdes de grupos cripticos em cada
uma das espécies. Para a classificacdo dos individuos, foram realizadas analises de variaveis
candnicas (AVC), com testes de permutacdo com 10.000 interac6es, a fim maximizar as variaces
dos grupos. Valores de distancias de Mahalanobis e Procrustes foram utilizados para avaliar se
existiam deferencas significativas entre os grupos formados. As diferencas entre as formas dos
caracteres dos grupos formados foram testadas atraves de ANOVA de procrustes. Para avaliar se
as diferencas eram resultantes de efeito de alometria, foram realizadas analises de regressdes
lineares, utilizando a configuracdo de procrustes de cada estrutura como varidveis dependentes e
o tamanho do centroide como varidvel independente, além de testes de permutacao contra hipétese
nula de independéncia (10.000 interacGes). As ACP e AVC foram recalculadas a partir dos
residuos da alometria. Todas estas etapas foram desenvolvidas pelo software MorphoJ v.1.05f
(KLINGENBERG, 2011). Os contornos fechados das genitalias foram submetidos ao software R
environment (R CORE TEAM, 2016), com a utilizagao do pacote ‘Momocs’ (BONHOMME et
al., 2014), que possibilita analises de contornos em programacao R. A partir dai foram executadas
as Analises Elipticas de Fourier, onde uma série de harmonicos foi gerada, buscando o valor
necessario para recuperar o contorno maximo de cada estrutura (poténcia maxima de Fourier).
Para as analises das espermatecas foram utilizados seis harménicos (h = 6). Esse valor foi
selecionado com intuito de abranger formas menos rebuscadas das espermatecas para conter a

dispersdo dos pontos no morfoespaco, ja que essas estruturas podem apresentar altas variacdes
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entre individuos de uma mesma espécie. Ja para os bulbos foram utilizados cinco harménicos (h
= b), pois visamos excluir a quilha subapical, ja que esta pode apresentar diferentes variacdes em
individuos de uma mesma espécie. Apos a definicdo dos harménicos, foram eliminadas as
influéncias de rotacdo, tamanho e orientacdo das imagens. A partir dos coeficientes gerados pela
AEF, foram realizadas ACP a fim de observar as varia¢es dos contornos das espécies e possiveis

formacdes de grupos cripticos.

3. Resultados

Diferenciacdo morfogeométrica entre as espécies: Os valores das analises de ANOVA

Procrustes, Analises de regressdo e Analise de Componentes Principais podem ser observados em
Anexo Il. Nenhum dos caracteres selecionados apresentou varia¢do de tamanho significativo e o0s
grupos formados tiveram diferencas na forma de cada um destes caracteres. A figura 2 indica as

variacgoes de esternos dos grupos analisados.

Figura 2. Espécies de V. longisternalis e dois morfotipos de V. roseus. A. Fémea de V.

longisternalis. B. Fémea de V. roseus. C. Fémea de V. roseus com esterno modificado. D. Vista
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ventral do esterno feminino de V. longisternalis (IBSP 210343). E. Vista ventral do esterno
feminino de V. roseus (MCTP 9939). F. Vista ventral do esterno feminino de V. roseus com esterno
modificado (MCN 3045). G. Vista ventral do esterno masculino de V. longisternalis (LAB 032).
H. Vista ventral do esterno masculino de V. roseus (MCTP 11202). I. Vista ventral do esterno
masculino de V. roseus com esterno modificado (MCN 21076). Escala = 1mm. Fotos: R. P.

Indicatti (A); L. M. Borges (B e C).

A figura 3-A indica a ACP dos esternos femininos, onde os CP 1 e CP 2 apresentaram
contribuicdes de 69% e 6,9% do total da variancia, respectivamente. O CP 1 se relaciona as
variacdes em relacdo ao comprimento e largura dos esternos, enquanto o CP 2 indicam as variacdes
em ralacdo a regido posterior desta estrutura (figura 3-B). No grafico € possivel observar que os
dois morfétipos de V. roseus se separam entre si, bem como de V. longisternalis. A figura 4
corresponde ao morfoespaco da AVC, onde é possivel observar visualmente uma alta separacao
entre as duas espécies, bem como a separacdo entre os dois morfotipos de V. roseus. Os valores de

distancias de Procrustes e Mahalanobis resultantes da AVC estdo indicados na tabela 2.
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Figura 3, A-B. Estudo da forma do esterno das fémeas de V. longisternalis e dois morfotipos de V.
roseus. A. Espaco tangencial resultante da analise de componentes principais (ACP). B.
Transformacdes dos extremos positivo e negativo do CP 1 e CP 2. Linhas pretas correspondem as

variacdes extremas e linha azul a forma média.
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Figura 4. Espaco tangencial resultante da analise de varidveis canonicas (AVC) do esterno das
fémeas de V. longisternalis e dois morfotipos de V. roseus.

Tabela 2. Distancias de Mahalanobis e Procrustes referente a AVC dos esternos das fémeas de V.

longisternalis e dois morfotipos de V. roseus. P-valores dos testes de permutacdo (10000

permutacdes) entre paréntesis.

Distancia de Mahalanobis Distancia de Procrustes
V. roseus V. roseus (esterno modificado) V. roseus V. roseus (esterno modificado)
V. longisternalis 6,24 (p<0,0001) 4,2 (p<0,0001) 0,12 (p<0,0001) 0,07 (p<0,0001)
V. roseus (esterno modificado) 2,55 (p=0,06) 0,05 (p=0,0005)

A figura 5-A corresponde a ACP dos esternos masculinos, que apresentou uma variancia
nos dois primeiros CPs de 75,3%, onde o CP 1 contribui com 67,9% da variancia e o CP 2 com
7,4%. No grafico também é possivel constatar a separacdo de trés grupos distintos. As

transformac0es estruturais dos extremos correspondentes a cada CP em relagdo a forma média séo
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apresentadas na figura 5-B. Essa alta diferenciacdo entre os grupos € observada na AVC da figura

6, alem dos valores significativos de distancias de Mahalanobis e Procrustes da tabela 3.
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OO0

Figura 5, A-B. Estudo da forma do esterno dos machos de V. longisternalis e dois morfotipos de

V. roseus. A. Espaco tangencial resultante da analise de componentes principais (ACP). B.
Transformacdes dos extremos positivo e negativo do CP 1 e CP 2. Linhas pretas correspondem as

variacdes extremas e linha azul a forma média.
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Figura 6. Espaco tangencial resultante da analise de variaveis canénicas (AVC) do esterno dos

machos de V. longisternalis e dois morfotipos de V. roseus.

Tabela 3. Distancias de Mahalanobis e Procrustes referente 8 AVC dos esternos dos machos de V.

longisternalis e dois morfotipos de V. roseus. P-valores dos testes de permutacdo (10000

permutacdes) entre paréntesis.

Distancia de Mahalanobis

Distancia de Procrustes

V. roseus

V. longisternalis 5,87 (p<0,0001)

V. roseus (esterno modificado) 8,70 (p=0,0002)

V. roseus (esterno modificado)

6,30 (p=0,0007)

V. roseus V. roseus (esterno modificado)

0,07 (p<0,0001) 0,04 (p=0,02)

0,04 (p=0,009)

Como é possivel observar nas ACP das espermatecas e dos bulbos (figura 7, A-B), ambos

morfétipos de V. roseus possuem forma das genitalias femininas e masculinas semelhantes, porém

que se diferem de V. longisternalis.
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Figura 7. Analise de Componentes Principais (ACP) das genitalias de V. longisternalis e de dois

morfotipos de V. roseus. A. ACP da forma da espermateca. B. ACP da forma do bulbo.

Outro destaque envolvendo estes individuos € de que esta estruturacdo morfologica do
esterno possa estar relacionada a algum fator biogeografico. O mapa da figura 8 indica a
distribuicdo destes trés grupos sob a perspectiva dos biomas Mata Atlantica e Pampa. Nota-se que
as populac@es de V. roseus com esterno modificados encontram-se exclusivamente em bioma de
Mata Atlantica, enquanto algumas populacdes do outro morfotipo de V. roseus ocorrem tanto em
Mata Atlantica, quanto em Pampa. Destaca-se que ambas as populacfes de V. roseus da regido

noroestes do Rio Grande do Sul ocorrem em simpatria.
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Figura 8. Mapa de ocorréncia das espécies V. longisternalis e dois morfétipos de V. roseus.

4. Discusséo

O estudo da forma dos esternos de V. roseus possibilitou a descoberta de variagdo de
forma em individuos de determinadas populagdes, onde tal estrutura apresentou uma maior
semelhanca aos esternos de V. longisternalis do que ao de outros individuos de V. roseus.
Assumimos aqui que estes espécimes constituem um novo morfétipo de V. roseus, ja que ndo
houve agrupamento destes individuos nas analises das genitalias. Além disso, nota-se que a
distribuicdo deste morfotipo de V. roseus com esterno modificado mantem-se ao norte e noroeste
do estado do Rio Grande do Sul, em uma &rea de transicdo entre a ocorréncia de V. longisternalis
e individuos do outro morfotipo de V. roseus. Estas popula¢fes com esterno modificados podem

constituir um caso de hibridizacdo, porém devem ser investigadas mais afundo se existem casos
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de simpatria entre as duas espécies, além de estudos envolvendo métodos moleculares.

5. Conclusotes

Este trabalho obteve éxito na identificacdo e delimitagdo de um novo morfétipo para a
espécie V. roseus, através de um carater morfologico usualmente utilizado na diagnose de
espécies de Vitalius, o esterno. Entrentanto, esta diferenciacdo aqui é apresentada sob uma
perspectiva morfométrica, podendo ser Gtil no entendimento de como o levantamento de
caracteres morfoldgicos deve ser realizado, onde nem toda estrutura deve ser tratada de forma

descritiva.

O fato de a metodologia de morfometria geométrica ter se mostrado eficiente no
reconhecimento de populacdes morfometricamente diferentes, faz com que exista possibilidades
desta ferramenta metodoldgica ser eficiente para a caracterizacdo de espécies cripticas. Espera-
se que estas propostas apresentadas aqui possam ser aplicadas em outros grupos de aranhas
Theraphosidae e auxiliar na interpretacdo de técnicas morfométricas para a delimitacdo de
espécies, e assim contribuir com uma nova visao para futuras revisées taxondmicas de grupos
zooldgicos de alta complexidade morfoldgica.
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ANEXO |

Lista de material examinado (coordenadas geograficas das ocorréncias dos individuos foram obtidas pelos registros das cole¢6es zooldgicas ou

capturadas através do Google Earth).

Espécies Sexo Colecdo Ndmero Municipio Estado Pais Latitude Longitude
V. longisternalis F IBSP 8143 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F LAB 20 Pitanga PR Brasil -24.754796 -51.764821
V. longisternalis F IBSP 8141 PR Brasil
V. longisternalis F IBSP 8161 Trés Barras do Parana PR Brasil -25.421588 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 8162 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8134 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8139 Cruzeiro do Iguagu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8144 Cruzeiro do Iguagu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8146 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8149 Cruzeiro do Iguagu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8150 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8155 Trés Barras do Parana PR Brasil -25.618447 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 8156 Trés Barras do Parana PR Brasil -25.618447 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 8159 PR Brasil -25.618447 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 106702 Foz do Iguacgu PR Brasil -25.516643 -54.586105
V. longisternalis F IBSP 108133 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 8153 Trés Barras do Parana PR Brasil -25.618447 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 151210 Pinhédo PR Brasil -25.618447 -51.654321
V. longisternalis F IBSP 210343 Altonia PR Brasil -25.618447 -54.006836
V. longisternalis F IBSP 8152 Trés Barras do Parana PR Brasil -25.618447 -53.184705
V. longisternalis F IBSP 8160 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F IBSP 106661 Andira PR Brasil -25.618447 -50.231502
V. longisternalis F MCN 17797 Concérdia SC Brasil -25.618447 -52.035568
V. longisternalis F MCN 23409 Cruzeiro do Oeste PR Brasil -25.618447 -53.076551
V. longisternalis F MCN 42445 Brasil
V. longisternalis F MZUSP 74375 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis F MCTP 17442 Brasil
V. longisternalis M IBSP 8364 Cruzeiro do Iguacu PR Brasil -25.618447 -53.129949
V. longisternalis M LAB 32 Laranjeiras do Sul PR Brasil -25.618447 -52.413566
V. longisternalis M LAB 33 Guarapuava PR Brasil -25.618447 -51.315701
V. longisternalis M LAB 34 Pitanga PR Brasil -24.754796 -51.764821
V. longisternalis M LAB 35 Guarapuava PR Brasil -25.618447 -51.315701
V. longisternalis M MCN 11344 Sé&o Domingos sC Brasil -26.552800 -52.532115
V. longisternalis M MZUSP 74055 Foz do Iguacu PR Brasil -25.516644 -54.588852
V. longisternalis M PNI_2018 The 5 Foz do Iguagu PR Brasil -25.455185 -53.872651
V. longisternalis M PR_2020_The 9 Pitanga PR Brasil -24.754796 -51.764821
V. roseus F MZSP 143 ltaqui RS Brasil -29.142104 -56.532829
V. roseus F MCN-RS 4524 Tenente Portela RS Brasil -27.357951 -53.778327
V. roseus F IBSP 5509 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus F IBSP 5996 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus 7M/3F IBSP 6706 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus J IBSP 6707 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus 6M/J IBSP 6708 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
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. roseus 6M/J IBSP 6709 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus M IBSP 6710 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus M IBSP 6711 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 2M/3F IBSP 6712 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus M IBSP 6713 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 2M/3F IBSP 6714 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus J IBSP 6715 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6716 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 4N IBSP 6717 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 3M IBSP 6718 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6719 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6720 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6721 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6722 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6723 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6724 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6725 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6726 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6727 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6728 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6729 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6730 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6731 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6732 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6733 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6734 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6735 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6736 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6737 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6738 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6739 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 2F/2J IBSP 6740 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 2F/1J IBSP 6741 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 5M IBSP 6742 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 5M IBSP 6743 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 5M IBSP 6744 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 5M IBSP 6745 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 5M IBSP 6746 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus 3M IBSP 6747 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus M IBSP 6900 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F IBSP 6904 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F MCN-RS 21232 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus F MCN-RS 21031 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
. roseus M MCTP 1317 ljui RS Brasil -28.387772 -53.92955
. roseus F MCN-RS 1741 Bossoroca RS Brasil -28.731131 -54.902374
. roseus M IBSP 2937 Itaqui RS Brasil -29.142104 -56.532829
. roseus M IBSP 6883 ltaqui RS Brasil -29.142104 -56.532829
. roseus F MCN-RS 17732 Itatba RS Brasil -29.335074 -53.094821
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V. roseus F MCN-RS 22102 Caxias do Sul RS Brasil -29.160848 -51.175501
V. roseus M IBSP 6887 Séo Vicente do Sul RS Brasil -29.691593 -54.676421
V. roseus M IBSP 6884 Santa Maria RS Brasil -29.684945 -53.778245
V. roseus F IBSP 6885 Santa Maria RS Brasil -29.684945 -53.778245
V. roseus F IBSP 6886 Santa Maria RS Brasil -29.684945 -53.778245
V. roseus M MCN-RS 9549 Santa Maria RS Brasil -29.684945 -53.778245
V. roseus M IBSP 1963 Séo Gabriel RS Brasil -30.331342 -54.323287
V. roseus M MCTP 11202 Santiago RS Brasil -29,190,713.00 -54,866,099
V. roseus M MCTP 10072 Tenente Portela RS Brasil -27,370,817.00 -53,758,107
V. roseus F MCTP 4850 Sao Francisco de Paula RS Brasil -29,468,202.00 -50,611,643
V. roseus M MCTP 39401 Itaara RS Brasil -29,609,857.00 -53,763,310
V. roseus F MCTP 9939 Canela RS Brasil -29,335,741.00 -50,783,410
V. roseus M MCN-RS 21075 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21197 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21074 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 9550 Santa Maria RS Brasil -29.684945 -53.778245
V. roseus M MCN-RS 21200 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21199 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21198 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21027 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21025 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21026 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21209 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 21028 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus M MCN-RS 4011 Carazinho RS Brasil -28,290,291 -52.798065
V. roseus M MCN-RS 21076 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus F MCN-RS 3045 Irai RS Brasil -27,191,873 -53.262140
V. roseus F MCN-RS 8987 Tenente Portela RS Brasil -27,370,589 -53.757850
V. roseus F MCN-RS 42460 Esmeralda RS Brasil -28,052,084 -51.193911
V. roseus MJ MCN-RS 8376 Tenente Portela RS Brasil -27,370,741 -53.757764
V. roseus M MCN-RS 21024 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus F MCN-RS 4357 Cruz Alta RS Brasil -28,643,445 -53.607783
V. roseus F MCN-RS 17731 Itauba RS Brasil -29,300,754 -53.193960
V. roseus F MCN-RS 21030 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus F MCN-RS 9998 Sé&o Borja RS Brasil -28,188,765 -55.637996
V. roseus F MCN-RS 21210 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752
V. roseus F MCN-RS 21029 Tuparendi RS Brasil -27.759414 -54.477752

ANEXO Il — Material suplementar: resultados da morfometria

geométr

Dataset -

ica (em inglés)

sternum females:
New Procrustes fit:
10 landmarks in 2 dimensions.

The dataset contains 39 observations, of which 39 are included for analyses.

Average shape:
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Axis1 (x) | Axis2 (y)

0.1282981 | 0.3329789
0.2409252 | 0.1041853
0.2541627 |-0.1001081
0.1972553 |-0.2728916
-0.0007766 | -0.3936569
-0.1934582 | -0.2781356
-0.254602 | -0.099551
-0.2444504 | 0.104856

-0.1318011 | 0.3306764
10 0.004447 | 0.2716467

Procrustes sums of squares: 0.18635942307476652
Tangent sums of squares: 0.1848334120718341

olo|v|lo|lu|lsr|lw]|Nn]|F

Procrustes ANOVA: Procrustes ANOVA ...

Classifiers used for the Procrustes ANOVA:

Individuals: Morpho

Centroid size:

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 553755.915951 276877.957975 2  3.00 0.0624

Residual 3323006.893252 92305.747035 36

Shape, Procrustes ANOVA:

Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual  0.08236472 0.0025738976 32 14.47 <.0001 1.10  0.0550
Residual ~ 0.10246869 0.0001778970 576

Regression Analysis: Regression
Total sample size: 39
Sums of squares

Total SS: 0.18483341
Predicted SS: 0.00823647
Residual SS: 0.17659695
% predicted: 4.4562%

Permutation test against the null hypothesis of independence

Number of randomization rounds: 10000

P-value: 0.1587

Principal Component Analysis: PCA: CovMatrix, Regression, results, Regression residuals

Eigenvalues | % Variance | Cumulative %
1 0.0032077 69.023 69.023
2 0.0003229 6.948 75.971
3 0.0002617 5.63 81.602
4 0.0001862 4.007 85.608
5 0.0001573 3.385 88.993
6 0.0001254 2.697 91.69
7 9.427E-05 2.029 93.718
8 6.531E-05 1.405 95.124
9 4.737E-05 1.019 96.143
10 4.395E-05 0.946 97.089
11 3.816E-05 0.821 97.91
12 3.022E-05 0.65 98.56
13 2.917E-05 0.628 99.188
14 0.0000201 0.432 99.62
15 1.268E-05 0.273 99.893
16 4.96E-06 0.107 100
Total variance: 0.00464729

Variance of the eigenvalues: 0.0000005755371

Eigenvalue variance scaled by total variance: 0.02665

Eigenvalue variance scaled by total variance and number of variables: 0.45480

Note: throughout all calculations of eigenvalue variances, the dimensionality used was 16.
Please double-check because this dimensionality may not be appropriate for all situations.

Canonical Variate Analysis: CVA ...
Dataset: Regression, results
Classification criterion: Morpho

Groups | Observations

1|V. longisternalis 23
2|V.roseus (sternum modified) | 10
3| V.roseus 6
Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation
Eigenvalues % Variance [ Cumulative %
1 6.75042582 96.506 96.506
2 0.24437298 3.494 100

Dataset - sternum males:
New Procrustes fit:
10 landmarks in 2 dimensions.
The dataset contains 26 observations, of which 26 are included for analyses.
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Average shape:

Lmk. Axis 1 (x) AXis 2 (y)
1 0.11786801 0.3341126
2 0.24165372 0.1119658
3 0.26081469 -0.090815
4 0.1992005 -0.264962
5 0.00820383 -0.396582
6 -0.18599943 -0.279566
7 -0.26039948 -0.103515
8 -0.25163265 0.0918605
9 -0.12949697 0.3281934
10 -0.00021222 0.2693082

Procrustes sums of squares: 0.06756710146435309
Tangent sums of squares: 0.06725634651803916

Procrustes ANOVA: Procrustes ANOVA ...

Classifiers used for the Procrustes ANOVA:

Individuals: Morpho

Centroid size:

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 159920.543539 79960.271769 2 155 0.2332

Residual 1185101.819438 51526.166063 23

Shape, Procrustes ANOVA:

Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual  0.04024068 0.0012575213 32 17.13 <.0001 1.83  0.0001
Residual ~ 0.02701567 0.0000734121 368

Regression Analysis: Regression
Total sample size: 26
Sums of squares

Total SS: 0.06725635

Predicted SS: 0.01053862
Residual SS: 0.05671773
% predicted: 15.6693%

Permutation test against the null hypothesis of independence

Number of randomization rounds: 10000

P-value: 0.0177

Principal Component Analysis: PCA: CovMatrix, Regression, results, Regression residuals

Eigenvalues % Variance | Cumulative %

1 0.00154125 67.935 67.935
2 0.00016736 7.377 75.312
3 0.00014305 6.305 81.617
4 0.00009554 4.211 85.828
5 0.00007785 3.431 89.26
6 0.00005984 2.638 91.897
7 0.00004943 2.179 94.076
8 0.00003848 1.696 95.772
9 0.00002694 1.187 96.959
10 0.00002006 0.884 97.843
11 0.00001806 0.796 98.64
12 0.00001203 0.53 99.17
13 0.00000768 0.339 99.508
14 0.00000661 0.291 99.8

15 0.00000301 0.133 99.932
16 0.00000154 0.068 100

Total variance: 0.00226871

Variance of the eigenvalues: 0.0000001329142

Eigenvalue variance scaled by total variance: 0.02582

Eigenvalue variance scaled by total variance and number of variables: 0.44072

Note: throughout all calculations of eigenvalue variances, the dimensionality used was 16.
Please double-check because this dimensionality may not be appropriate for all situations.
Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: Regression, results

Classification criterion: Morpho

Groups Observations
1 V. longisternalis 8
2 V. roseus (sternum modified) 4
3 V.roseus 14
Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation
Eigenvalues % Variance | Cumulative %
1 11.94200874 76.205 76.205
2 3.72880411 23.795 100

Dataset - spermathecae:

N° of harmonics = 6
PC's proportions
proportion cumulative
PC1 47.819969 47.81997
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PC2 29.227812 77.04778
PC3 11.286991 88.33477
PC4 3.776751 92.11152
PC5 2.158034 94.26956

Dataset — palpal bulbs:

N° of harmonics =5
PC's proportions
proportion cummulative
PC1 51.268213 51.26821
PC2 24.662576 75.93079
PC3 8.051580 83.98237
PC4 4.918283 88.90065
PC5 4.391117 93.29177
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Capitulo 11
A busca por limites morfoldgicos: a delimitacdo de duas espécies de aranhas

Theraphosinae usando Anélise Eliptica de Fourier

Resumo

A espécie Pterinopelma sazimai Bertani, Nagahama & Fukushima, 2011 sempre gerou duvidas
acerca de sua morfologia, sendo semelhante aos demais géneros que possuem quilhas retrolateral
e subapical. Sua posicao filogenética, relaciona a espécie com os géneros Vitalius Lucas, Silva e
Bertani, 1993 e Nhandu Lucas, 1983, com base nestas quilhas dos bulbos masculinos. A ocorréncia
da espécie se mantém pela regido central de Minas Gerais, Brasil, que acaba apresentando em
alguns pontos, a mesma distribuicdo que a espécie V. nondescriptus (Mello-Leitdo, 1926). A alta
homogeneidade no bulbo copulador e a mesma area de ocorréncia pode gerar diversos erros de
identificacdo entre essas duas espécies, sendo questionado se existe alguma diferenca na forma
deste carater. O objetivo deste estudo foi testar e quantificar as diferencas na forma do bulbo
copulador dos machos de P. sazimai e V. nondescriptus. Para isso, foi realizado um estudo de
contorno fechado deste carater através de Analise Eliptica de Fourier. Os resultados indicaram
diferencas na forma destes bulbos copuladores, sem levar em conta a quilha subapical. Além disso,
foram realizados alguns levantamentos de caracteres morfoldgicos que também auxiliam na
diferenciacdo destas duas espécies, como os padrdes de coloracdo, proporcdes e posi¢des de suas
apofises tibiais. As analises de contorno fechado se mostraram aqui uma ferramenta eficiente para
o0 auxilio na identificacdo destas duas espécies com alta similaridade morfoldgica, apontando de
forma gréfica as principais diferencas de suas estruturas morfoldgicas.

Palavras chave: Tarantulas, morfometria, contornos, morfologia

51



1. Introducdo

O género Pterinopelma Pocock 1901 foi revalidado por Bertani et al. (2011), onde ainda
descreveram a espécie P. sazimai e incluiram o género em uma matriz filogenética morfoldgica,
sugerindo seu relacionamento a Lasiodora C. L. Koch, 1850, Vitalius e Nhandu.

Em seguida, Bertani et al. (2012), propuseram uma combinagdo nova para a especie V.
nondescriptus, que possui ocorréncia para mesma area que P. sazimai (regido central do estado de
Minas Gerais, Brasil).

Em 2016, Bertani & Leal descreveram uma nova espécie de Pterinopelma, esta nomeada
de P. felipeleitei Bertani & Leal, 2016. Ainda neste trabalho, os autores discutiram que o macho
de P. felipeleitei havia sido descrito erroneamente sob o nome de P. sazimai, e propuseram uma
nova descricdo para o verdadeiro macho desta espécie. Entretanto, Bertani & Leal (2016) nédo
apresentaram uma nova hipotese filogenética para entender o posicionamento de Pterinopelma
apos essas correcdes taxondbmicas.

Com o intuito de testar o relacionamento evolutivo de aranhas Theraphosinae, baseado na
presenca de cerdas estridulatorias, Galleti-Lima & Guadanucci (2018) incluiram as espécies de
Pterinopelma, (agora com as correcdes das espécies realizadas por Bertani & Leal, 2016) em uma
matriz morfologica e notaram que P. sazimai se apresentou relacionada aos géneros Nhandu e
Vitalius e distante das outras espécies de Pterinopelma, devido a semelhanca no bulbo copulador.

O posicionamento taxonémico com base em caracteres morfologicos de P. sazimai ainda é
complexo e pode gerar erros de identificacdo quando comparada com espécies de Vitalius, como
V. nondescriptus, que além de possuir semelhanca morfolégica do bulbo, compartilha uma mesma
area de ocorréncia. Acreditamos que a forma dos bulbos copuladores destas duas espécies
apresentem de fato alguma diferenca, porém imperceptivel sob uma investigacdo taxonémica
superficial, devendo ser investigado sob uma perspectiva de forma morfogeométrica.

A Andlise Eliptica de Fourier vem se mostrando eficiente para estudos que buscam
recuperar formas estruturais. Nela sdo excluidos efeitos de rotacdo, orientagdo e posicao, através

das chamadas coeficientes da primeira harmonica (CRAMPTON, 1995).
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Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi realizar uma delimitacao e um estudo da forma
do bulbo copulador de P. sazimai e V. nondescriptus, usando uma metodologia de contorno
fechado conhecida como Analise Eliptica de Fourier (KUHL & GIARDINA, 1982). Ainda
destacamos caracteres diagndsticos que auxiliam na diferenciacéo destas duas espécies.

2. Material e métodos

O material analisado é proveniente da Colecdo Aracnoldgica de Diamantina (CAD), Rio
Claro, Sdo Paulo — J. P. L. Guadanucci. A lista com as informacdes dos vouchers utilizados neste
trabalho podem ser encontrados no Anexo I. Os bulbos foram fotografados na face prolateral
utilizando cdmera Leica MC 170 hd embutida em um estereomicroscépio Leica M205C e software
Leica Application Suite LAS V4.12. A pré-identificacdo das espécies seguiu as descri¢cdes de Bertani
et al. (2012) e Bertani & Leal (2016). Os contornos dos bulbos copuladores (excluindo o subtégulo)
foram realizados com o uso software Adobe Photoshop CS6, de onde se extrairam as silhuetas pretas
e posteriormente a alteracdo da escala de cor para cinza, para entdo serem compactadas em fundo
branco e reagrupadas em pasta Unica. A Analise Eliptica de Fourier foi realizada através do software
R environment (R Core Team, 2016), ocom a utilizacdo do pacote de linguagem R para analises de
contornos ‘Momocs’ (BONHOMME et al., 2014). O numero de harmonicos utilizado foi estipulado
atraveés de um comando especifico que visa recuperar a forma maxima do contorno da estrutura.
Como nédo queriamos incluir a quilha subapical na andlise, optamos por utilizar um total de cinco
harmonicos (h = 5), recuperando uma forma menos rebuscada e mais generalizada do bulbo
copulador. Apds a definicdo do numero de harmdnicos, as variagdes dos contornos dos grupos foram
analisadas através de uma Analise de Componentes Principais (ACP), com o intuito de se observar
as variacOes de forma e posteriormente sofreram uma Andlise Discriminante Linear (ADL), para
verificar a porcentagem de classificagdo correta de cada individuo com sua respectiva espécie.

3. Resultados
A ACP resultou em um espaco tangencial (figura 1-A) onde as duas espécies se mostraram
isoladas. Nesta ACP, os dois primeiros CP’s contribuiram em 68,1% do total da variancia, onde o

CP 1 apresentou 48,4% e 0 CP 2 19,7%. Os CPs 3, 4 e 5 contribuiram apenas em 9,61%, 9,22% e
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5,39%, respectivamente. As transformacdes entre 0s extremos positivos e negativos em cada um
dos CP’s estdo indicadas na figura 1-B. A analise discriminante resultou em 100% dos individuos
de cada espécie recuperados de forma correta. Esta analise discriminante linear (ADL) que

amplifica essa separacdo entre as espécies pode ser observada na figura 2.

3 | o
g e o e .
3 |
-0.05 o i038’4% 0.05
® P. sazimai
® V. nondescriptus
— @\l
a9 o
O O

Figura 1, A-B. Estudo da forma dos bulbos dos machos de P. sazimai e V. nondescriptus. A. Espaco
tangencial resultante da analise de componentes principais (ACP). B. Transformacdes entre 0s
extremos positivo e negativo do CP 1 e CP 2. Linhas cinzas correspondem as formas pertencentes

aos extremos positivos e as pretas aos extremos negativos.

54



L

0.00- @

CP2=19.7%

-0.02- .

® P. sazimai
@ V. nondescriptus  *

0103 0.00 003 0.08
CP1=48,4%

Figura 2. Espago tangencial resultante da analise discriminante linear (ADL) dos bulbos dos

machos de P. sazimai e V. nondescriptus.
Outras diferencas taxondmicas entre as duas espécies podem ser observadas na figura 3.
Aqui é possivel notar que P. sazimai possui um padrdo de coloracdo azulada e mais contrastante,
quando comparada com V. nondescriptus, que mantém um padrdo acinzentado e revestidos por
cerdas marrons. Além disso, V. nondescritpus possui tufos de cerdas no metatarso das pernas 1V, o
que ndo € observado em P. sazimai. A apdfise tibial destas espécies também apresenta variagdes em
relacdo a espessura de seus ramos e posicionamento na tibia, com P. sazimai possuindo apofise com
ramos mais engrossados e posicionada mais centralizada na tibia I, enquanto V. nondescriptus

apresenta sua apofise com ramos mais delgados e posicionada na face prolateral da tibia.
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Figura 3. Machos das espécies P. sazimai e V. nondescriptus. A. Macho em vida de P.

sazimai. B. Macho em vida de V. nondescriptus. Seta indicando tufos de cerdas nos metartasos da
pernas IV. C. Apofise tibial masculino de P. sazimai. D. Apdfise tibial masculino de V.
nondescriptus. E. Bulbo copulador masculino de P. sazimai. F. Bulbo copulador masculino de V.
nondescriptus. Escala = 1 mm. Fotos: P. H. Martins (A); W. Moeller (B).
4. DiscussOes
Apesar de as fémeas destas espécies ndo gerarem ddvidas em suas diferenciacoes, devido

P. sazimai possuir a presenca de cerdas urticantes tipo | e 11l e V. nondescriptus possuir apenas
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cerdas urticantes tipo | modificadas, a presenca de quilha subapical no bulbo masculino pode
causar confusGes em suas identificacdes. Nos resultados da ACP dos contornos dos bulbos, a
diferenciacéo das espécies foi eficiente. Um destaque importante sdo as transformacdes referentes
ao CP 1, que indicam que a regido inferiror do bulbo de V. nondescriptus € mais pronunciada do
que em P. sazimai e a quilha prolateral superior (que é fundida ao émbulo) é mais pronunciada
em P. sazimai, do que em V. nondescriptus. Por outro lado, as transformac@es do CP 2, apontam
que as principais diferencas se encontram no regido de contato do subtégulo com o tégulo, onde
alguns indiduos de ambas as espécies possuem uma maior curvatura desta regiao.

Outra notavel diferenca entre P. sazimai e V. nondescriptus é o padrdo de cor, com a
primeira apresentando tons azulados, variando para mais claros e escuros, enquanto V.
nondescriptus apresenta uma coloracao acinzentada (figura 3 A e B). Além disso, a flexdo do
metatarso | em relacdo ao ramo retrolateral da apofise tibial € um importante carater, que foi
discutido por Bertani et al. (2012) e Bertani & Leal (2016). Em P. sazimai, 0 metatarso | se
flexiona sobre o ramo retrolateral da apofise tibial (Figura 3 C e D), enquanto em V.
nondescriptus, o metatarso | se fecha retrolateralmente a apofise (Figura3 E e F).

5. Conclusdes

A metodologia de Anélise Eliptica de Fourier se mostrou satisfatoria para a diferenciacéo
do bulbo copulador de P. sazimai e V. nondescriptus. As diferencas verificadas corroboram as
discussOes propostas por Bertani & Leal (2016) e Galleti-Lima & Guadanucci (2018), que diziam
que a forma do bulbo destas espécies era diferente. A alta semelhanca morfoldgica de outros
caracteres ainda mantém davidas sobre o posicionamento de P. sazimai em Theraphosinae, bem
como V. nondescriptus, visto que esta espécie de Vitalius nunca foi incluida em nenhuma matriz
filogenética. Essas questfes poderdo ser melhor compreendidas com novas analises filogenéticas
morfoldgicas e também moleculares.
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ANEXO |

Lista de material examinado (coordenadas geogréaficas das ocorréncias dos individuos foram obtidas pelos registros das cole¢fes zooldgicas ou

capturadas através do Google Earth).

Espécies Sexo Colecéo Nimero Municipio Estado Pais Latitude Longitude
Conceicéo do Mato Dentro 23.424901

V.nondescriptus M CMD 1 _ _ MG Brasil -19.035336
V.nondescriptus M CAD 1 Dfamantfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 83 Dfamantfna MG Brasil _18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 85 Dfamamfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 92 Dfamantfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 461 Dfamamfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 463 Dfamantfna MG Brasil -18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 464 Dfamantfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 465 Damantina MG Brasi _18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 468 Diamantina MG Brasil -18.224288 743:009649
V.nondescriptus M CAD 498 Séo Gongalo do Rio Preto MG Brasil -18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 589 Diamantina MG Brasil -18.224288 743:009649
V.nondescriptus M CAD 273 Séo Gongalo do Rio Preto MG Brasil -18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 345 Séo Gon(_;alo do_ Rio Preto MG Brasil -18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M CAD 607 plamantina MG Brasil .18.224288 -43.609649
V.nondescriptus M SE_2018 _The 9 Serra do Cipd MG Brasil -18.224288 -43.609649
P. sazimai M CAD 4 Dfamamf”a e o 18.224288 ~43.609649
P. sazimai M CAD 84 Dfamantfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
P. sazimai M CAD 95 Dfamantfna MG Brasil 18224288 -43.609649
P. sazimai M CAD 96 Dfamantfna MG Brasil .18.224288 -43.609649
P. sazimai M CAD 466 Diamantina MG Brasil .18.224288 -43.609649
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P. sazimai CAD 479 Diamantina MG Brasil .18.224288 -43.609649
P. sazimai SE_2018_The 2 Serra do Cip6 MG Brasil -18.224288 -43.609649
P. sazimai SE_2018 _The 8 Serra do Cip6 MG Brasil -18.224288 -43.609649
P. sazimai MZUSP 74056 GO Brasil
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Capitulo 111

Biogeography and morphometrics to delimitate two species of Vitalius Lucas, Silva & Bertani
(Mygalomorphae: Theraphosidae)
Arthur Galleti-Lima® & José Paulo Leite Guadanucci*

!Departamento de Biodiversidade, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro,

Sao Paulo, Brazil;

ABSTRACT

The genus Vitalius Lucas, Silva & Bertani, 1993, comprises a case of the so-called “taxonomic
nightmare” in the Mygalomorphae spiders, in which diagnosis of many species is based in
discrete characters of subjective delimitation. The close related species Vitalius paranaensis
Bertani, 2001 and Vitalius vellutinus (Mello-Leitdo, 1923) are examples of this problem, since
females are morphologically indistinguishable and are differentiated only by the geographical
distribution. Using both traditional and geometric morphometric analyses, along with Elliptical
Fourier Analysis, we aimed to provide evidence to warrant species recognition between females
of V. paranaensis and V. vellutinus. Species Distribution Modelling was performed to verify the
occurrence suitability areas for each species. Our results show that these females can be
distinguished by the thickness of legs, leg length proportion and shape of spermatheca. Moreover,
the analyses confirmed conspicuous differences between the shape of male palpal bulbs. Species
Distribution Modelling indicated that V. vellutinus has an area of suitability for occurrence in the
north of Parana, as well as V. paranaensis in the south of Sdo Paulo. Since there are no records
of these species in these locations, we questioned, using detailed maps, possible geographic
barriers that may have influenced their current distributions. Finally, we highlight the importance

precise morphological analyses to making decisions in Theraphosidae taxonomy.
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INTRODUCTION

Vitalius Lucas, Silva & Bertani, 1993 is a genus of theraphosids spiders belonging to the
subfamily Theraphosinae Thorell, 1870. Currently, the genus comprises ten species, that are
distributed in south and southeast regions of Brazil, some of them also occurring in Misiones,
Argentina (Bertani, 2001; Ferretti et al., 2014; 2015). Due to the morphological homogeneity, a
precise delimitation and identification of Vitalius species can be difficult, which is the case of
the species V. parananensis and V. vellutinus (Fig. 1). According to the morphology-based
phylogenetic hypothesis of Bertani (2001), Galleti-Lima & Guadanucci (2018) and Perafan &
Valencia-Cuellar (2018), these two species are sister-grouped and are constituted by
morphologically identical females. The only difference between these female individuals is their
geographical distribution, since V. paranaensis occurs in the state of Parana and Misiones and V.
vellutinus occurs in the west of the state of Sdo Paulo (Fig. 2). Recent methodologies, in turn,
have shown to be effective in the application in spider taxonomy, such as morphometrics
(Lapinski et al., 2015; Spasojevic et al., 2016; Férnandez-Montraveta & Marugan-Lobon, 2017;
Wilson et al., 2021).

Morphometrics can be classified as classical or geometric, and both techniques can be
expressed by several statistical multivariate analyses (Rohlf & Marcus, 1993; Marcus, 1990).
While the classical morphometry consists in the capture of measurements such as lengths, widths,
angles and ratios (Rohlf & Marcus, 1993; Mutanen & Pretorius, 2007; Schwarzfeld & Sperling,
2014), the geometric morphometry seeks to recover the dimensional shape (2D or 3D) of a
taxonomic structure (Rohlf & Marcus, 1993) and can be performed by the insertion of
homologous landmarks (Rohlf & Marcus, 1993). However, the contours of the structures can be
used when it is not possible to recover these homologous landmarks (Rohlf, 1990). Among
methodologies that use closed contours, Elliptical Fourier Analysis (EFA) has been constantly
addressed in complex structures, such as crustaceans and insects (Kuhl & Giardina, 1982; Roholf
& Archie, 1984; Ferson et al. 1985; Tort, 2003; Zahn & Wang, 2011; Wen et al. 2015; Cruz et

al. 2020). The EFA seeks to maintain information on the shape of the structure, regardless of the
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size, position and rotation of the contour, using the so-called coefficients of the first harmonic
(Crampton, 1995).

The lack of morphological characters to distinguish females motivated the development
of this study, with the main objective is to delimitate females of V. paranaensis and V. vellutinus
using both morphometrics and EFA. We also provide a distinction of shape between males palpal
bulbs of these species. In addition, we seek to infer whether V. vellutinus and V. paranaensis
have a suitability of occurrence in the states of Parand and Sao Paulo, respectively, and
reconstruct in detail their distribution areas, to verify if there is any geographic barrier that is

limiting the current distribution of these species.

MATERIAL AND METHODS

Specimens are deposited at the arachnological collections of the following institutions
and curators: CAD, Colecao Aracnoldgica de Diamantina, UNESP Rio Claro, Séo Paulo, Brazil
— J.P.L. Guadanucci; IBSP, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brazil — A.D. Brescovit; MZSP,
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil — R. Pinto da Rocha. The
voucher list is assembled in File S1.

The images were obtained with a Leica MC 170HD digital camera mounted on a Leica
M205C stereomicroscope, and edited with Leica Application Suite LAS V4.12 software. All
specimens were examined at the same position and photographed with the same objective and
magnification.

Leg morphometric analysis - Length and width of leg articles (femur, patella, tibiae,
metatarsus and tarsus) were measured in dorsal view with calipers and are expressed in
millimeters. Length/width ratios (L/W) were calculated to express thickness of leg articles. The
sum of these articles (femur + patella + tibiae + metatarsus + tarsus) were divided by the total
length of the carapace, to express to proportional length of legs (L/C).

The analysis of the linear data was based on the methodology proposed by Lapinski et al
(2015). Ratios had applied normality tests and subsequently applied to a Principal Component

Analysis (PCA), where were extracted the ratios that most contributed to variability between
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species on each PC. Boxplots were extracted from the ratios that most contributed in the PCA
and significant differences between medians (p<0.05) was tested with Mann-Whitney test (non-
parametric data). All of these tests were performed with the software PAST (Hammer et al. 2001).

Shape analyses of spermathecae and palpal bulb - The female genitalia (spermathecae)
were dissected, cleaned with Ultrazime and photographed in dorsal view. The male palpal bulbs
were dissected from the cymbium and photographed in prolateral view. The software Adobe
Photoshop CS6 was used to draw the outlines of spermathecae and palpal bulbs (magnetic lasso
tool), to extract the black silhouettes from the gray-scale edited photographs, and to fill a
contrasting white background (Fig. 3). The edited images were saved as jpeg format and
assembled in a single folder. EFA was performed using the software R environment (R Core
Team, 2016), and the ‘Momocs’ package was applied (BONHOMME et al., 2014). We used a
function from the ‘Momocs’ package that calculates the number of harmonics to cover the total
proportion of the analyzed structure. Six harmonics were used for spermathecae analysis, while
five were used for palpal bulbs.

After the calculation of elliptical Fourier descriptors, PCAs were performed to explore
the total variations of shape configurations. Discriminant analysis (DA) was performed to
classify the species. Both PCA and DA were performed by the software R environment (R Core
Team, 2016).

Biogeographic analysis - The geographical distribution of both species corresponds to
the analyzed specimens (File S1) and records from Bertani (2001). The area used in the
biogeographic study corresponds to the occurrence area of these two species. In this area, a buffer
of 100 kilometers was created. All the nineteen environmental data were obtained in WorldClim

(Global Climate Data, http://www.worldclim.org/), using a resolution of 2.5 arc/minutes and

edited according to the study area. Then, the data underwent a correlation test and the non-
correlated variables were selected (Pearson’s correlation, with maximum correlation allowed of
0.7): mean diurnal range (Mean of monthly (max temp - min temp)) (Bio2); temperature

seasonality (standard deviation x100) (Bio4); max temperature of warmest month (Bio5); annual
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precipitation (Biol2); and precipitation of wettest month (Biol3). All these analyses were
performed with the software ArcMap 10.8 (ESRI). In the Species Distribution Modelling (SDM),
the MAXENT algorithm (software Maxent 3.3.3 k) was used, which, according to Phillips et al.
(2006), estimates the probability of occurrence using the maximum entropy of the species. The
bootstrapping method was performed with ten random partitions using 70% of the data for
training models and 30% for test models. The SDM generated for these two species were
evaluated by the values of Area Under the Curve (AUC). A minimum training presence threshold
was chosen for both species SDM. The detailed maps used to find possible geographic barriers
were created by the software ArcMap 10.8 (ESRI) using shapefiles referring to the
phytophysiognomy, geomorphology and hydrography of the states of Sdo Paulo and Parana.
These shapefiles were obtained from the website of the Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE) (https://bdiaweb.ibge.gov.br/#/home).

RESULTS

Leg morphometric ratios - All measurement values and the calculated ratios for each
specimen are listed in File S2. The PCA of ratios and the graphic with the variables that most
contributed are expressed in Figure 4. The PCA values and the contribution of each ratio for PCs
1 and 2 are expressed in File S3. The sum of the first two PCs contributed in 50.3% of total of
variance and the two species are apart from each other (Fig. 4A). All statistical results are
expressed in File S3. All L/C ratios, metatarsi and tarsi L/W ratios of all legs were the ones that
most contributed to the distribution of samples in PC 1, while L/W ratios of femur 1V and tibia
IV were the ones that most contributed to the distribution of samples in PC 2 (Fig. 4B). All L/C
ratios showed significant differences between medians (p <0.001), V. paranaensis with higher
values than V. vellutinus (Fig. 5). All metatarsi L/W ratios showed significant differences
between medians (p <0.01), except for metatarsus IV (p = 0.7). In this case, V. vellutinus showed
higher values than V. paranaensis (Fig. 6). All tarsi L/W ratios showed significant differences (p

<0.001), with V. vellutinus showing higher values than V. paranaensis again (Fig. 7). Femur IV
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L/W ratios of showed significant differences between medians (p = 0.03), while tibia IV did not

(p = 0.06) (Fig. 8).

Shape analyses of spermathecae and palpal bulb - All PCs contributions from EFA can
be seen in File S3. The first two principal components contributed in 72.5% of total variance in
the PCA of spermatheca (Fig. 9), while the first two PC’s summed 74.1% of the total variance in
the PCA of palpal bulb (Fig. 10). The correct classification values for each species resulting from
the AD for spermatheca and palpal bulbs were 100%. The a priori probabilities that each

specimen has belonging to each species can be seen in File S3.

Biogeographical data - The models for V. paranaensis and V. vellutinus can be seem in
Figure 14. In V. paranaensis model (AUC = 0.88), the variable that most contributed was the
temperature seasonality (58.1%), followed by max temperature of warmest month (15.3%), mean
diurnal range (13.2%), precipitation of wettest month (12%) and annual precipitation (1.4%),
while in the V. vellutinus model (AUC = 0.91) the annual precipitation was the variable that most
contributed (34.1%), followed by max temperature of warmest month (33.4%), temperature
seasonality (26.6%), precipitation of wettest month (5.2%) and mean diurnal range (0.7%).
According to the maps, V. vellutinus has occurrence suitability in state of Parand and V.
paranaensis has occurrence suitability in state of Sdo Paulo. In the geomorphology map (Fig.
12A), both species occur basically on Parana river plateau and eastern plateau of Parana basin
(only V. paranaensis), being limited by the Paranapanema river and this plateau. In
phytophysiognomies map (Fig. 12B), most points of V. vellutinus occur on the Atlantic Forest
biome (semideciduous seasonal forest); however, it is abruptly interrupted with the appearance
of a small portion of Araucaria Forest in the south of S&o Paulo. It is evident that there is no
record of V. paranaensis in Araucaria Forest in Sdo Paulo, different from that in Parana, where

most of the records are.

DISCUSSION

According to morphological cladistic hypothesis proposed by Bertani (2001), Galleti-
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Lima & Guadanucci (2018) and Perafan & Valencia-Cuellar (2018), V. paranaensis, V. vellutinus
and Vitalius roseus (Mello-Leitdo, 1923) constitute a clade supported by the color pattern, being
differentiated by both the geographical distribution and the morphological differences of the
genitalia, except for the females of V. paranaensis and V. vellutinus, which differ only by their
area of occurrence. The use of geographical distribution as a species delimiter should not be
considered as a taxonomic character, since a hypothetical new record in an area different from
the pre-established in the species diagnosis invalidates this differentiation. Besides, the high
similarity of spermathecae and the low presence of female sexual characters are common
problems in the taxonomy of Vitalius as well as in eventual cryptic species from other genera of
Theraphosinae (e.g. Eupalaestrus Pocock, 1901, Lasiodora C. L. Koch, 1850, Nhandu Lucas,
1983, Proshapalopus Mello-Leitdo, 1923, Pterinopelma Pocock, 1901). This study indicates that
structures like spermatheca (and also palpal bulbs) should be treated morphometrically, as a
continuous and not as a discrete character. However, we emphasize the importance of the
qualitative sexual characters proposed by Bertani (2001), such as the tibial apophyses and bulb
keels. Finally, this study also points that morphometrics could be used as a methodology to find
characters that were not previously presented as delimiters between V. paranaensis and V.
vellutinus, as proportions of the legs in relation to the cephalothorax of these species, becoming
an alternative to be applied in other groups of Theraphosidae.

Currently, the lack of records of V. vellutinus in state of Parana and V. paranaensis in
state of S&o Paulo, added to the areas of suitability of occurrence generated in the models, raise
questions that the geomorphology and emergence of forests and rivers have acted by limiting the
distribution of these two species. Based on the maps in Figure 12, we question whether the coastal
mountains, the eastern plateau of the Parana basin, the araucaria forest and the Paranapanema
river have been acting in the distribution of V. vellutinus in the west of the state of S&o Paulo,
while the coastal mountains and the Paranapanema River maintains V. paranaensis distributed
along the Araucaria Forest and the Parana semideciduous seasonal forest.

This study presents the use of alternative methodologies to help in problems of
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Theraphosidae taxonomy, besides highlighting the importance of classical taxonomy, and also
generates biogeographic hypotheses to be tested in future studies about speciation of these taxa.

Figures

e V LS
Figure 1. V. paranaensis and V. vellutinus in life. A. female of V. paranaensis (brown variation)

B. Male of V. paranaensis (brown variation). C. Juvenile of V. paranaensis (brown variation).
D. female of V. paranaensis (black variation). E. Male of V. paranaensis (black variation). F.
Juvenile of V. paranaensis (black variation). G. Female of V. vellutinus. H. Male of V. vellutinus.
I. Juvenile of V. vellutinus. Photos: R.P. Indicatti (A, C, D, E, G, H and I); A. Galleti-Lima (B

and F)
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Figure 2. Geographical distribution of V. paranaensis and V. vellutinus from Bertani (2001) and
new records. Brown hexagons corresponds to V. paranaensis and green stars corresponds to V.

vellutinus. The black spots indicate the specimens analyzed in this study.
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Figure 3. Outlines of the genitalia used in the Elliptic Fourier Analysis. A. Outline of

spermathecae. B. Outline of palpal bulb.
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Figure 4. PCA of ratios of linear measures of females of V. paranaensis and V. vellutinus. A. PCA

indicating the separation between species. B. Relationship between variables and PCs.
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Figure. 5. Boxplot of ratio of length of legs/ length of carapace of V. paranaensis and V. vellutinus. (*)
corresponds to significant differences between medians, brown boxplots (left) refer to V. paranaensis and

green boxplots (right) refer to V. vellutinus.
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Figure. 6. Boxplot of ratio of length/ width of metatarsi of V. paranaensis and V. vellutinus. (*)
corresponds to significant differences between medians, brown boxplots (left) refer to V. paranaensis and

green boxplots (right) refer to V. vellutinus.
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Figure. 7. Boxplot of ratio of length/ width of tarsi of V. paranaensis and V. vellutinus. (*) corresponds to
significant differences between medians, brown boxplots (left) refer to V. paranaensis and green boxplots

(right) refer to V. vellutinus.
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Figure. 8. Boxplot of ratio of length/ width of femur IV and tibia IV of V. paranaensis and V. vellutinus.
(*) corresponds to significant differences between medians, brown boxplots (left) refer to V. paranaensis

and green boxplots (right) refer to V. vellutinus.
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Figure 9. PCA of outlines of spermathecae of V. paranaensis and V. vellutinus, resulting from Elliptic

Fourier Analysis. Outlines corresponds to extreme specimens of PC 1 and PC 2 for each species.
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Figure 10. PCA of outlines of palpal bulbs of V. paranaensis and V. vellutinus, resulting from Elliptic

Fourier Analysis. Outlines corresponds to extreme specimens of PC 1 and PC 2 for each species.
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Figure. 11. Species Distribution Modelling (SDM). A. Occurrence suitability area of V.

paranaensis. B. Occurrence suitability area of V. vellutinus.
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Figure. 12. Geomorphology, phytophysiognomy and hydrography of Séo Paulo and Parana states, with
geographical distribution of V. paranaensis and V. vellutinus. A. Geomorphology. B.
Phytophysiognomy. C. Paranapanema river.
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File S1. List of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus analyzed.

Species Sex Collection Number Municipality State | Country Locality Latitude Longitude Date Collector

V. paranaensis Q MZUSP 74057 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 1X/1998

V. paranaensis Q MZUSP 32336 Foz do Areia PR Brazil -23.423419 | -51.932298 06/111/1985 F. Cominese

V. paranaensis Q MZUSP 74067 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 | 23/VII1/1988

V. paranaensis Q MZUSP 74062 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 16/111/1989

V. paranaensis Q MZUSP 74066 Santo Antbnio da Platina | PR Brazil -23.297958 | -50.073057 14/X11/1988

V. paranaensis Q MZUSP 74070 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 21/1V/1989

V. paranaensis Q MZUSP 74076 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 21/1\V/1989

V. paranaensis Q MZUSP 74070-2 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 21/1V/1989

V. paranaensis | @ MZUSP 74054 | Santo Antonio daPlatina | PR | Brazil -23.297958 | -50.073057 | 14/X11/1988 J. Shwizer

V. paranaensis | 9 MZUSP 74069

V. paranaensis | 9 MZUSP 32318

V. paranaensis Q IBSP 106677 PR Brazil

V. paranaensis Q IBSP 106689 Foz do Iguacu PR Brazil Usina Hidrelétrica de Itaipu -25.516643 | -54.586105 | 11/VI1/1986

V. paranaensis Q IBSP 6663 Rodolandia PR Brazil 1V/1995 P.M.R.
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &

V. paranaensis Q | PNI 2018 The 6 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguacu -25.455185 X11/2018 R.P.Indicatti
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &

V. paranaensis Q | PNI_2018 The 8 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguagu -25.455185 X11/2018 R.P.Indicatti
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &

V. paranaensis Q | PNI_2018 The 4 Foz do Iguagu PR Brazil Pargue Nacional do Iguacu -25.455185 X11/2018 R.P.Indicatti
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &

V. paranaensis Q | PNI 2018 The 2 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguacu -25.455185 X11/2018 R.P.Indicatti
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &

V. paranaensis Q | PNI 2018 The 7 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguacu -25.455185 X11/2018 R.P.Indicatti

V. paranaensis | & IBSP 8521 Sertan6polis PR | Brazil -23.055343 | 21045902 | q)108 S.E.S Rosa
-52.378819 J.C.L. Fomento

V. paranaensis 3 IBSP 8729 Campo Mouréo PR Brazil -24.034315 02.111.01 Mercantil LTDA

V. paranaensis <) IBSP 106689 Foz do Iguacu PR Brazil Usina Hidrelétrica de ItaipQ -25.421052 | -54.588168

V. paranaensis 38 IBSP 6908 Foz do Iguacu PR Brazil Usina Hidrelétrica de ItaipQ -25.421052 | -54.588168

V. paranaensis 3 LAB 36 Guamiranga PR Brazil -25.192750 -50.809320 W. Moeller




-51.337922

V. paranaensis a8 LAB 37 Candido Abreu PR Brazil -24.565063 W. Moeller
V. paranaensis 3 LAB 40 Maringa PR Brazil -23.423419 | -51.932298 2019 W. Moeller
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &
V. paranaensis 4 | PNI 2018 The 15 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguacu -25.455185 X11.2018 R.P.Indicatti
-53.872651 J.P.L.Guadanucci &
V. paranaensis & | PNI 2018 The 1 Foz do Iguacu PR Brazil Parque Nacional do Iguacu -25.455185 X11.2018 R.P.Indicatti
V. paranaensis | & MZUSP 74063 Nova Pratado Iguagy | PR | Brazil -25.616807 | 23398585 | o5/v/1080
V. paranaensis | & MZUSP 74066 | santo Antonio daPlatina | PR | Brazil -23.297958 | -50.073057 | 14/X11/1988
V. paranaensis | & MZUSP 74073 Maringa PR | Brazil 23.423419 | -51.932298 | 12/111/1990
V. paranaensis | & MZUSP 74073-B Maringa PR | Brazil -23.423419 | -51.932298 | 12/111/1990
V. vellutinus Q IBSP 104132-A Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 25/V11/1969 J.G. Bongiovani
V. vellutinus Q IBSP 104132-B Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 25/V11/1969 J.G. Bongiovani
V. vellutinus Q IBSP 101255 Pontal SP Brazil -21.026874 | -48.0354304
V. vellutinus Q IBSP 100843 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 1945
V. vellutinus Q IBSP 106984 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
V. vellutinus Q IBSP 104456-B | Aguas de Santa Béarbara SP Brazil -22.782901 | -49.29571162
V. vellutinus Q IBSP 101049 Presidente Alves SP Brazil -22.100335 | -49.43870017 | 22/X1/1947 J.C.Coimbra
V. vellutinus Q IBSP 106973 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
V. vellutinus Q IBSP 100281 Lins SP Brazil -21.6721 | -49.74764736 | 22/1\V/1947 Agente da Estacao
V. vellutinus Q IBSP 101475 Tupd SP Brazil -21.927063 | -50.51619041 | 1/VI1/1947 C.E.Talma
V. vellutinus Q IBSP 106947 Guarani d'oeste SP Brazil Usina Hidrelétrica de Agua Vermelha -20.076019 | -50.34117585 G.Puorto
V. vellutinus Q IBSP 101204 Aracatuba SP Brazil -21.179549 | -50.45570784 2/11/1948 Farmécia Lauzada
V. vellutinus Q IBSP 103993 Lucélia SP Brazil -21.725645 | -51.01601042 | 16/X/1969 H. Stefano
V. vellutinus Q IBSP 100419 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 3/VI1/1947 E. Stokler
V. vellutinus Q IBSP 105687 Céndido Mota SP Brazil -22.745853 | -50.3880262 G. Brisola
V. vellutinus Q IBSP 100279 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 22/1\V/1947 E. Stokler
V. vellutinus Q IBSP 101317 SP Brazil Highway Ferndo Dias 6/111/1948 J.M. Souza
V. vellutinus Q IBSP 9871 SP Brazil Highway Ferndo Dias 05/111/2002 G. Brisolla
V. vellutinus Q IBSP 101001 Marilia SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 20/X/1947 H. Takahashi
V. vellutinus Q IBSP 102195 SP Brazil 18.11.1950
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V. vellutinus Q IBSP 104662 Séo Paulo SP Brazil Morumbi -23.597758 | -46.71919491 /1981 C.F. Pelucio

V. vellutinus Q IBSP 101397 Presidente Venceslau SP Brazil -21.903985 | -51.84637036 | 2/1V/1948

V. vellutinus Q IBSP 105678 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus Q IBSP 101424 Presidente Venceslau SP Brazil -21.903985 | -51.84637036 | 12/1\V/1948 | Sociedade Aimoré Ltda

V. vellutinus Q IBSP 101402 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 5/1V/1948

V. vellutinus Q IBSP 101362 SP Brazil 23/111/1948 J. Martins

V. vellutinus Q IBSP 104053 Lucélia SP Brazil -21.725645 | -51.01601042 | 25/111/1970 H. Stefano

V. vellutinus Q IBSP 100064 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 21/1X/1964 G. Brisolla

V. vellutinus Q IBSP 100445 SP Brazil 1946

V. vellutinus Q IBSP 11643 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 04.V.2001 M. M. Bastos

V. vellutinus Q IBSP 104119 Cafelandia SP Brazil -21.802721 | -49.61021 5/V/1975 A. F. Marques

V. vellutinus Q IBSP 212965 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654

V. vellutinus Q IBSP 102458 Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 1/11/1951 T.R. Souza

V. vellutinus Q IBSP 104656 Aracatuba SP Brazil -21.179549 | -50.45570784 /1981 M.J. Brigatte

V. vellutinus Q IBSP 102416 Guaratd SP Brazil -21.894351 | -49.5919202 15/1/1951 J.B. Silva

V. vellutinus Q IBSP 102458 Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 1/11/1951 T.R. Souza

V. vellutinus Q IBSP 100947 Candido Mota SP Brazil -22.745853 | -50.3880262 23/1X/1947 A. Boehme

V. vellutinus Q IBSP 101275 Quintana SP Brazil -22.06376 | -50.30580389 | 12/1X/1947 R. Padua

V. vellutinus Q IBSP 102456 Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 1/11/1951 T.R. Souza

V. vellutinus Q IBSP 101452 Cachoeira Paulista SP Brazil -22.66459 | -45.01224833 | 23/1V/1948 S. Soltys

V. vellutinus Q IBSP 101274 Quintana SP Brazil -22.06376 | -50.30580389 | 23/X1/1948 R. Padua

Fabrica Lougas Santo

V. vellutinus Q IBSP 101463 Séo José dos Campos SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 5/V/1948 Eugénio
Usina Agucareira

V. vellutinus Q IBSP 106977 Oriente SP Brazil -22.155284 | -50.09781454 Pareddo S/A

V. vellutinus Q IBSP 104141-A Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 | 18/VI1/1975 B. Franco

V. vellutinus Q IBSP 101074 Lins SP Brazil -21.6721 | -49.74764736 | 11/X1/1947 A.L. Carvalho

V. vellutinus Q IBSP 101080 Quata SP Brazil Campinho -22.245575 | -50.70303696 | 12/XI11/1947 J. Agigant

V. vellutinus Q IBSP 104141-B Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 | 18/VI1/1975 B. Franco

V. vellutinus Q IBSP 104504
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V. vellutinus Q IBSP 101155 Céndido Mota SP Brazil -22.745853 | -50.3880262 5/1/1948 A. Focerra
V. vellutinus Q IBSP 101218 Quintana SP Brazil -22.06376 | -50.30580389 | 23/X1/1948 R. Padua
V. vellutinus Q IBSP 101243 Presidente Venceslau SP Brazil -21.903985 | -51.84637036 | 18/X1/1948
V. vellutinus Q IBSP 101321 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 |  8/111/1948 V. Audes
V. vellutinus Q IBSP 106988 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
V. vellutinus Q MZUSP 74069 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 21/1V/1989
V. vellutinus Q IBSP 101081 Marilia SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 20/X/1947 H. Takahashi
V. vellutinus Q IBSP 102408 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 12/1/1951 F. Mayor
V. vellutinus Q IBSP 5656 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 H.A.R. Brisola
V. vellutinus ) IBSP 106324 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
V. vellutinus 3 IBSP 101329 Monlevade SP Brazil 10/03/1948 Cia C. Almeida
V. vellutinus 4 IBSP 101277 SP Brazil Highway Ferndo Dias 27/X1/1948 J.M. Souza
V. vellutinus <) IBSP 101519 Presidente Venceslau SP Brazil Highway Ferndo Dias -21.903985 | -51.84637036 | 15/V1/1948 Aimoré Serraria
V. vellutinus a IBSP 102553 Pederneiras SP Brazil -22.348897 | -48.77852007 6/1\V/1951 A. Zelini
V. vellutinus 3 IBSP 103223 Sdo Carlos SP Brazil -22.006414 | -47.89331651 | 17/111/1954 5 divisdo
V. vellutinus 3 IBSP 106338 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
V. vellutinus g IBSP 104638 Santa Cruz do Rio Pardo SP Brazil -22.894751 | -49.62807077 1V/1981 I.K.F. Barbosa
V. vellutinus &) IBSP 106307 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 A.G. Turman
V. vellutinus a IBSP 106325 Teodoro Sampaio SP Brazil -22.624043 | -52.20104729 C.R. Motta
V. vellutinus g IBSP 6349 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 J.A. Carvalho
V. vellutinus 3 IBSP 106367 SP Brazil -22.640736 | -50.42102654
V. vellutinus 3 IBSP 100196 Bueno de Andrada SP Brazil Estacdo Ferroviaria Sorocabana -22.640736 | -50.42102654 | 12/X1/1952
V. vellutinus ) IBSP 100571 S0 José dos Campos SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 1946
V. vellutinus 38 IBSP 101173 SP Brazil -22.640736 | -50.42102654

Companhia Agricola
V. vellutinus ) IBSP 101314 Toriba SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 |  6/111/1948 Fazenda Paulista
V. vellutinus ) IBSP 101326 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 |  8/111/1948 V. Audes
V. vellutinus ) IBSP 101360 Martindpolis SP Brazil -22.150662 | -51.17298803 | 23/111/1948 | Figueira
V. vellutinus a IBSP 101350 Cardoso de Almeida SP Brazil 19/111/1948 | Mendonca
V. vellutinus ) IBSP 101372 Santo Anastécio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 23/111/1948 E. Stokler
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V. vellutinus a8 IBSP 102457 Duartina SP Brazil -22.414517 | -49.40920715 1/11/1951 T.R. Souza

V. vellutinus ) IBSP 102877 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 31/111/1952 J.C. Coimbra

V. vellutinus 3 IBSP 103234 Pedreira SP Brazil -22.741366 | -46.89602117 | 22/111/1954 H.H. Filho

V. vellutinus 3 IBSP 104622 Campo Grande MS | Brazil -20.46747 | -54.62524488 X/1970

V. vellutinus 3 IBSP 106351 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus & IBSP 101378 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 23/111/1948 E. Stokler

V. vellutinus ) IBSP 106324 B Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus ) IBSP 1011364 SP Brazil -22.640736 | -50.42102654

V. vellutinus 3 IBSP 101374 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 23/111/1948 E. Stokler

V. vellutinus <) IBSP 106336 Carapicuiba SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 A. Oliveira

V. vellutinus 3 IBSP 106344 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus 3 IBSP 100042 Pederneiras SP Brazil -22.348897 | -48.77852007 | 27/11/1947 N. Ferro

V. vellutinus <) IBSP 101269 Matédo SP Brazil Estacdo Ferroviaria Toriba -21.601231 | -48.36211606 | 25/X1/1948 Fazendas

V. vellutinus 3 IBSP 101323 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 |  8/111/1948 V. Audes

V. vellutinus g IBSP 101371 Santo Anastécio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 23/111/1948 E. Stokler

V. vellutinus 3 IBSP 101376 Santo Anastacio SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 23/111/1948 E. Stokler

V. vellutinus &) IBSP 101380 Aracatuba SP Brazil -21.179549 | -50.45570784 | 29/111/1948

V. vellutinus 3 IBSP 102571 Lins SP Brazil -21.6721 | -49.74764736 9/1V/1951 A. Carvalho

V. vellutinus a IBSP 106309 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 0. Méra

V. vellutinus &) IBSP 106327 Mirandépolis SP Brazil -21.132681 | -51.10260939 Hospital das Clinicas

CIA de Refinaria de

V. vellutinus 3 IBSP 106340 Aracatuba SP Brazil -21.179549 | -50.45570784 Acool Azul

V. vellutinus 3 IBSP 106352 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654

V. vellutinus ) IBSP 211707 Séo Paulo SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 26/111/2015 E-Business Park
Secretaria Municipal de

V. vellutinus 38 IBSP 14108 Marilia SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 11.2004 Saude e Higiene

V. vellutinus a IBSP 101325 Presidente Prudente SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 8/111/1948 V. Audes

V. vellutinus ) IBSP 106315 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus 38 IBSP 103216 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 | 15/111/1954 V. Audes

V. vellutinus ) IBSP 106333 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
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V. vellutinus a8 IBSP 106317 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola

V. vellutinus 3 IBSP 106320 Assis SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 G. Brisola
Estacdo Ferroviaria

V. vellutinus 3 IBSP 106339 Sao Paulo SP Brazil -22.640736 | -50.42102654 Federal

V. vellutinus | & MZUSP 74075 Taruma sp | Brazil -22.748918 | ~50583137 | 05/IX/1990

V. vellutinus | & MZUSP 74060 Taruma sp | Brazil -22.748918 | ~50-583137 | 25/VIII/1990

File S2. Measurements.

Table 1. Length of total legs and carapace of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.

Femur | Patella | Tibiae | Metatarsus | Tarsus |
Species Collection Number length length length length length Total leg | Carapace length Ratio (total/carapace length)
V. paranaensis MZUSP 74057 14.9 9.5 10.0 8.7 6.8 50.0 15.8 3.2
V. paranaensis MZUSP 32336 12.5 5.9 8.6 6.0 4.6 375 12.5 3.0
V. paranaensis MZUSP 74067 15.9 8.3 114 9.6 7.0 52.2 16.1 3.2
V. paranaensis MZUSP 74062 14.00 8.3 11.40 7.2 6.2 47.1 17.0 2.8
V. paranaensis MZUSP 74069 145 7.7 9.3 6.9 6.0 44.4 15.2 2.9
V. paranaensis MZUSP 74066 14.7 9.4 10.8 7.7 7.8 50.4 17.3 29
V. paranaensis MZUSP 74070 1315 7.3 9.0 6.6 6.0 42.3 16.7 25
V. paranaensis MZUSP 74076 14.1 7.1 9.8 6.9 5.6 43.6 13.8 3.2
V. paranaensis MZUSP 74070-2 15.2 8.5 11.7 8.4 6.7 50.4 14.3 35
V. paranaensis MZUSP 74054 1585 8.7 11.2 8.0 7.3 50.7 16.6 3.0
V. paranaensis IBSP 106677 13.00 8.3 11.30 75 5.6 45.7 16.2 2.8
V. paranaensis IBSP 106689 13.30 8.3 11.00 75 555 45.6 15.6 29
V. paranaensis PNI_2018 The 6 13 8 10 7.0 6.1 44.1 17.6 25
V. paranaensis PNI_2018 The 14 8.8 10.8 8.7 5.9 48.2 18.6 2.6
V. paranaensis PNI_2018 The 4 15 8.9 11.2 9.5 6.7 5iL3 20.0 2.6
V. paranaensis PNI_2018 The 2 14 8 10.3 8.0 6.6 46.9 18.0 2.6
V. paranaensis PNI_2018 The 7 15.3 9.1 10.8 10.1 5.8 51.1 214 24
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V. vellutinus IBSP 104132-A 19.0 74 12.9 10.9 8.1 58.4 254 2.3
V. vellutinus IBSP 106984 15.7 7.1 12.8 8.9 7.5 52.0 26.7 1.9
V. vellutinus IBSP 104456-B 13.6 8.7 9.4 8.0 6.0 45.7 19.2 24
V. vellutinus IBSP 101049 155 9.1 11.2 9.6 7.7 53.1 24.7 2.2
V. vellutinus IBSP 106973 16.8 9.7 10.0 10.0 6.7 53.1 219 24
V. vellutinus IBSP 100281 16.6 9.4 12.6 9.0 23 54.9 214 2.6
V. vellutinus IBSP 101204 13.6 8.1 11.3 8.5 6.0 47.5 20.2 2.3
V. vellutinus IBSP 103993 12.30 7.10 9.50 6.9 5.9 41.7 17.9 2.3
V. vellutinus IBSP 105687 18.0 10.9 12.0 10.7 7.7 59.3 24.8 24
V. vellutinus IBSP 9871 19.0 7.4 12.9 10.5 8.3 58.2 25.7 2.3
V. vellutinus IBSP 102195 16.4 9.2 11.4 9.2 6.9 53.1 234 2.3
V. vellutinus IBSP 105678 18.2 10.6 12.6 9.7 6.9 58.0 23.0 25
V. vellutinus IBSP 101424 19.1 10.7 9.5 12.0 8.0 59.3 26.8 2.2
V. vellutinus IBSP 101362 14.2 9.3 9.1 8.4 6.0 47.0 19.0 25
V. vellutinus IBSP 11643 145 10.3 12.60 8.8 6.5 52.7 241 22
V. vellutinus IBSP 104119 16.9 9.9 10.4 9.5 74 54.1 24.2 2.2
V. vellutinus IBSP 104053 17.1 9.5 11.9 104 7.6 56.4 27.8 2.0
V. vellutinus IBSP 212965 13.2 7.9 9.8 7.3 6.8 45.0 20.0 2.2
V. vellutinus IBSP 104656 15.7 8.4 12.6 9.2 6.8 52.8 23.0 2.3
V. vellutinus IBSP 102416 13.8 6.6 8.2 9.5 6.9 44.9 19.3 2.3
V. vellutinus IBSP 101463 17.8 9.3 12.5 9.5 7.2 56.3 24.2 2.3
V. vellutinus IBSP 106977 16.9 9.4 12.2 9.0 7.9 55.4 229 24
V. vellutinus IBSP 104141-A 16.9 9.7 9.6 10.5 7.0 53.6 211 25
V. vellutinus IBSP 101074 12.5 6.0 8.7 7.4 5.0 39.6 17.5 2.3
V. vellutinus IBSP 101080 16.5 9.8 10.1 8.6 6.9 51.9 233 2.2
V. vellutinus IBSP 104141-B 17.1 10.0 11.1 8.9 6.8 53.8 234 2.3
V. vellutinus IBSP 104504 16.2 9.0 9.9 8.5 6.2 49.9 20.2 25
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Table 2. Measurements of leg 11 of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.

Femur 11 Patella 1 Tibiae Il Metatarsus Tarsus |1
Species Collection Number length length length 11 length length Total leg Il Carapace length Ratio (total/carapace length)
V. paranaensis MZUSP 74057 12.9 8.2 9.0 8.6 5.8 44.5 15.8 2.8
V. paranaensis MZUSP 32336 9.8 6.3 6.5 6.0 5.0 336 12.5 2.7
V. paranaensis MZUSP 74067 13.2 8.3 9.2 8.1 6.9 45.8 16.1 2.8
V. paranaensis MZUSP 74062 13.50 7.5 10.80 7.5 6.0 45.3 17.0 2.7
V. paranaensis MZUSP 74069 12.4 7.0 8.4 6.9 6.0 40.6 15.2 2.7
V. paranaensis MZUSP 74066 14.1 6.7 9.4 8.3 7.0 45.5 17.3 2.6
V. paranaensis MZUSP 74070 12.4 6.5 8.9 7.3 6.0 41.1 16.7 25
V. paranaensis MZUSP 74076 13.2 6.7 9.6 5.6 5.0 40.1 13.8 29
V. paranaensis MZUSP 74070-2 12.7 7.9 8.8 8.4 6.9 44.7 14.3 3.1
V. paranaensis IBSP 106677 11.8 7.5 10.00 7.2 5.7 42.2 16.2 2.6
V. paranaensis IBSP 106689 12.7 7.5 10.10 7.0 59 43.2 15.6 2.8
V. paranaensis | PNI 2018 The 6 19.0 7 8.4 7.4 5.4 47.2 17.6 2.7
V. paranaensis PNI_2018 The 8 12.6 7.6 9.3 8.5 555 43.5 18.6 2.3
V. paranaensis | PNI 2018 The 4 13.0 8 9 8.0 6.4 444 20.0 2.2
V. paranaensis | PNI 2018 The 2 12.0 6.9 8.8 7.3 6.1 411 18.0 2.3
V. paranaensis PNI_2018 The 7 14.0 7.6 9.9 8.5 6.0 46.0 214 2.1
V. vellutinus IBSP 104132-A 14.2 9.2 9.0 10.0 74 49.9 254 2.0
V. vellutinus IBSP 106984 14.0 10.9 11.7 9.9 7.9 54.4 26.7 2.0
V. vellutinus IBSP 104456-B 14.6 7.6 8.1 8.1 5.6 44.0 19.2 23
V. vellutinus IBSP 101049 14.5 8.5 9.9 9.0 6.9 48.8 24.7 2.0
V. vellutinus IBSP 106973 14.1 8.3 10.6 9.0 6.6 48.6 21.9 2.2
V. vellutinus IBSP 100281 14.6 9.1 9.9 8.6 8.0 50.1 214 2.3
V. vellutinus IBSP 101204 13.30 7.30 10.70 9.1 6.1 46.5 20.2 2.3
V. vellutinus IBSP 103993 10.90 6.40 8.00 6.9 5.5 37.7 17.9 2.1
V. vellutinus IBSP 105687 158 10.2 10.9 10.3 6.8 53.7 24.8 2.2
V. vellutinus IBSP 9871 16.1 10.2 10.1 9.8 7.2 53.4 25.7 2.1
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V. vellutinus IBSP 102195 13.60 8.40 11.10 8.1 6.8 48.0 234 2.1
V. vellutinus IBSP 105678 15.8 9.6 10.2 8.9 6.8 51.2 23.0 2.2
V. vellutinus IBSP 101424 17.3 8.6 10.0 10.2 7.7 53.8 26.8 2.0
V. vellutinus IBSP 101362 12.7 7.2 9.0 8.3 5.9 43.1 19.0 2.3
V. vellutinus IBSP 11643 12.9 9.4 8.7 8.9 6.7 46.6 24.1 1.9
V. vellutinus IBSP 104119 124 10.1 9.7 9.6 6.9 48.6 24.2 2.0
V. vellutinus IBSP 104053 15.4 8.8 9.5 8.5 6.8 49.1 27.8 1.8
V. vellutinus IBSP 212965 10.8 6.2 8.8 7.2 5.9 38.9 20.0 1.9
V. vellutinus IBSP 104656 13.3 8.4 8.9 8.3 6.9 45.7 23.0 2.0
V. vellutinus IBSP 102416 111 5.7 11.00 8.1 6.8 42.7 19.3 2.2
V. vellutinus IBSP 101463 15.0 9.4 10.4 8.7 7.1 50.6 24.2 2.1
V. vellutinus IBSP 106977 15.3 8.9 9.9 9.0 7.3 50.4 22.9 2.2
V. vellutinus IBSP 104141-A 16.3 8.8 8.8 9.3 6.2 49.3 211 2.3
V. vellutinus IBSP 101074 10.5 6.2 7.2 59 58 35.1 17.5 2.0
V. vellutinus IBSP 101080 154 8.8 9.2 8.6 6.5 48.5 233 2.1
V. vellutinus IBSP 104141-B 15.1 9.1 10.5 8.6 6.6 49.8 234 2.1
V. vellutinus IBSP 104504 139 8.5 8.2 7.2 5.9 43.8 20.2 2.2
Table 3. Measurements of leg 111 of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.
Femur 111 Patella Il Tibiae I Metatarsus | Tarsus Il
Species Collection Number length length length 111 length length Total leg Il Carapace length Ratio (total/carapace length)
V. paranaensis MZUSP 74057 11.6 7.6 7.7 8.9 6.4 42.2 15.8 2.7
V. paranaensis MZUSP 32336 8.6 5.1 7.0 6.6 5.1 324 12.5 2.6
V. paranaensis MZUSP 74067 12.8 6.5 9.0 8.4 6.6 43.3 16.1 2.7
V. paranaensis MZUSP 74062 11.80 6.6 9.70 8.3 6.0 42.4 17.0 25
V. paranaensis MZUSP 74069 10.2 6.4 7.3 7.6 5.1 36.5 15.2 24
V. paranaensis MZUSP 74066 11.7 7.0 7.9 8.6 6.8 42.0 17.3 24
V. paranaensis MZUSP 74070 10.9 5.8 8.3 8.4 6.5 39.9 16.7 24
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V. paranaensis MZUSP 74076 10.2 5.2 7.9 7.0 5.0 35.2 13.8 2.6
V. paranaensis MZUSP 74070-2 11.3 74 7.3 8.5 6.0 40.5 14.3 2.8
V. paranaensis IBSP 106677 10.80 6.6 8.9 8.6 5.9 40.8 16.2 25
V. paranaensis IBSP 106689 11.00 6.6 9.0 8.0 6.2 40.8 15.6 2.6
V. paranaensis | PNI_2018 The 6 11.7 5.9 7.9 8.5 6.3 40.3 17.6 2.3
V. paranaensis | PNI_2018 The 8 119 6.5 8.9 8.4 6.0 41.7 18.6 2.2
V. paranaensis PNI_2018 The 4 12 6.8 8.4 9.5 6.1 42.8 20.0 2.1
V. paranaensis PNI 2018 The 2 11 6.7 7.9 9.0 6.3 40.9 18.0 2.3
V. paranaensis PNI_2018 The 7 13 74 8.9 10.0 6.8 46.1 214 2.2
V. vellutinus IBSP 104132-A 12.8 7.9 9.5 10.0 79 48.1 254 1.9
V. vellutinus IBSP 106984 13.3 9.6 10.1 11.0 6.9 50.9 26.7 1.9
V. vellutinus IBSP 104456-B 10.4 7.6 6.9 9.4 5.6 39.9 19.2 2.1
V. vellutinus IBSP 101049 13.1 8.3 8.8 10.5 7.1 47.7 24.7 1.9
V. vellutinus IBSP 106973 14.2 6.1 10.0 10.0 6.9 47.2 21.9 2.2
V. vellutinus IBSP 100281 12.1 7.8 9.5 10.0 6.9 46.2 214 2.2
V. vellutinus IBSP 101204 10.00 7.20 9.40 9.7 6.4 42.7 20.2 2.1
V. vellutinus IBSP 103993 8.90 5.00 7.40 7.5 5.2 34.0 17.9 1.9
V. vellutinus IBSP 105687 12.8 9.2 8.3 11.0 7.0 48.3 24.8 1.9
V. vellutinus IBSP 9871 13.9 8.7 10.2 10.7 7.2 50.7 25.7 2.0
V. vellutinus IBSP 102195 10.90 6.80 8.80 8.9 5.4 40.8 234 17
V. vellutinus IBSP 105678 14.0 8.3 8.5 9.9 6.0 46.6 23.0 2.0
V. vellutinus IBSP 101424 14.1 8.9 8.8 10.3 7.0 49.0 26.8 1.8
V. vellutinus IBSP 101362 11.9 6.0 75 8.1 5.9 39.4 19.0 2.1
V. vellutinus IBSP 11643 12.4 7.5 8.5 8.9 6.8 44.2 24.1 1.8
V. vellutinus IBSP 104119 11.6 7.2 9.0 10.0 7.0 44.8 24.2 1.8
V. vellutinus IBSP 104053 13.1 8.5 9.3 9.5 7.0 47.4 27.8 17
V. vellutinus IBSP 212965 9.5 7.0 7.5 8.5 6.4 38.9 20.0 1.9
V. vellutinus IBSP 104656 11.6 7.4 7.9 9.4 6.6 42.9 23.0 1.9
V. vellutinus IBSP 102416 10.8 6.90 9.50 99 6.1 43.2 19.3 2.2
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V. vellutinus IBSP 101463 135 8.2 9.3 8.0 6.8 45.8 24.2 1.9
V. vellutinus IBSP 106977 12.8 7.6 9.1 10.0 7.0 46.5 22.9 2.0
V. vellutinus IBSP 104141-A 13.9 8.3 8.5 9.9 6.2 46.7 211 2.2
V. vellutinus IBSP 101074 8.7 5.4 5.7 7.2 5.8 32.8 17.5 1.9
V. vellutinus IBSP 101080 14.0 7.8 7.5 9.5 6.6 45.4 233 1.9
V. vellutinus IBSP 104141-B 134 7.3 9.3 9.4 7.2 46.6 234 2.0
V. vellutinus IBSP 104504 12.3 7.2 74 9.0 6.0 41.9 20.2 2.1
Table 4. Measurements of leg IV of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.
Femur IV Patella IV Tibiae IV Metatarsus | Tarsus IV
Species Collection Number length length length 1V length length Total leg IV Carapace length Ratio (total/carapace length)
V. paranaensis MZUSP 74057 14.6 8.2 10.2 12.9 5.6 51.5 15.8 3.3
V. paranaensis MZUSP 32336 11.2 5.7 9.8 10.7 5.6 43.0 12.5 3.4
V. paranaensis MZUSP 74067 15.7 8.6 11.1 14.2 74 57.0 16.1 35
V. paranaensis MZUSP 74062 14.00 7.3 11.40 11.0 6.8 50.5 17.0 3.0
V. paranaensis MZUSP 74069 13.1 6.4 10.6 10.8 515 46.5 15.2 3.1
V. paranaensis MZUSP 74066 14.2 8.2 10.9 13.0 6.6 52.9 17.3 3.1
V. paranaensis MZUSP 74070 12.6 6.3 9.4 11.5 6.0 45.8 16.7 2.7
V. paranaensis MZUSP 74076 12.5 6.1 10.3 10.6 515 44.9 13.8 33
V. paranaensis MZUSP 74070-2 14.7 6.10 11.40 12.3 6.8 51.3 14.3 3.6
V. paranaensis IBSP 106677 12.90 7.3 11.40 12.7 6.2 50.5 16.2 3.1
V. paranaensis IBSP 106689 13.30 7.3 11.90 12.6 6.9 52.0 15.6 33
V. paranaensis PNI_2018 The 6 13.7 7.1 11 12.0 6.6 50.4 17.6 29
V. paranaensis PNI_2018 The 8 14.7 7.4 11.1 13.9 6.9 54.0 18.6 29
V. paranaensis PNI_2018 The 4 15.1 8.1 12 13.8 6.6 55.6 20.0 2.8
V. paranaensis PNI_2018 The 2 13.6 7 11 13.6 6.7 51.9 18.0 29
V. paranaensis PNI_2018 The 7 15.1 8.3 11 14.4 6.9 55.7 21.4 2.6
V. vellutinus IBSP 104132-A 154 8.5 12.6 15.9 8.3 60.7 254 24
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V. vellutinus IBSP 106984 17.3 9.8 13.6 14.0 7.9 62.7 26.7 2.3
V. vellutinus IBSP 104456-B 13.6 7.3 10.1 13.4 6.2 50.6 19.2 2.6
V. vellutinus IBSP 101049 16.4 9.5 12.2 14.5 7.9 60.4 24.7 24
V. vellutinus IBSP 106973 15.4 8.9 11.9 16.0 8.0 60.1 21.9 2.7
V. vellutinus IBSP 100281 17.9 7.9 11.6 14.0 6.9 58.3 21.4 2.7
V. vellutinus IBSP 101204 13.9 74 12.0 12.1 6.9 52.3 20.2 2.6
V. vellutinus IBSP 103993 11.2 6.0 9.0 11.0 &l 429 17.9 24
V. vellutinus IBSP 105687 153 10.2 11.3 15.9 7.9 60.8 24.8 2.5
V. vellutinus IBSP 9871 15.5 9.0 12.2 15.1 8.1 59.9 25.7 2.3
V. vellutinus IBSP 102195 15.6 9.0 12.3 15.0 7.2 59.1 23.4 2.5
V. vellutinus IBSP 105678 15.6 8.6 11.2 14.5 74 57.2 23.0 2.5
V. vellutinus IBSP 101424 18.1 8.5 13.2 16.6 8.0 64.3 26.8 24
V. vellutinus IBSP 101362 13.7 7.6 10.7 13.1 6.0 51.2 19.0 2.7
V. vellutinus IBSP 11643 13.7 8.4 10.5 12.0 6.9 51.5 24.1 2.1
V. vellutinus IBSP 104119 14.2 8.0 11.9 15.2 7.3 56.6 24.2 2.3
V. vellutinus IBSP 104053 16.6 9.5 12.7 14.7 74 61.0 27.8 2.2
V. vellutinus IBSP 212965 12.3 7.2 8.3 12.8 5.9 46.5 20.0 2.3
V. vellutinus IBSP 104656 14.7 7.0 10.0 13.5 7.2 52.4 23.0 2.3
V. vellutinus IBSP 102416 13.5 7.10 12.70 14.1 6.8 54.2 19.3 2.8
V. vellutinus IBSP 101463 16.4 8.1 12.0 15.1 7.0 58.6 24.2 24
V. vellutinus IBSP 106977 16.2 8.5 11.8 14.7 7.3 58.4 22.9 2.6
V. vellutinus IBSP 104141-A 17.3 9.9 10.8 13.1 74 58.4 21.1 2.8
V. vellutinus IBSP 101074 11.7 6.3 8.6 10.3 6.0 42.9 175 24
V. vellutinus IBSP 101080 15.8 7.9 10.1 13.9 6.9 54.6 23.3 2.3
V. vellutinus IBSP 104141-B A58 7.7 13.0 13.9 74 57.5 23.4 2.5
V. vellutinus IBSP 104504 14.3 8.1 10.3 13.0 6.8 52.5 20.2 2.6
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Table 5. Measurements of leg | of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.

Femur | | Patella | Tibiae | | Metatarsus | Tarsus | Femur | Patella | Tibiae | | Metatarsus | Tarsus | Ratio | Ratio | Ratio| Ratio | Ratio
Species Collection Number |length | 1length | length |1 length I length | I width | | width | width | width | width | Femur | Patela | Tibia | Metatarso | Tarso
V. paranaensis MZUSP 74057 14.9 9.5 10.0 8.7 6.8 3.9 3.9 35 2.8 2.6 3.8 24 | 29 31 2.6
V. paranaensis MZUSP 32336 125 5.9 8.6 6.0 4.6 25 25 2.0 1.7 1.6 5.0 2.3 4.3 3.5 2.9
V. paranaensis MZUSP 74067 15.9 8.3 114 9.6 7.0 3.8 3.8 3.5 2.7 2.1 4.2 2.2 3.2 3.6 3.3
V. paranaensis MZzZUSP 74062 14.0 8.3 114 7.2 6.2 3.6 3.6 35 2.4 2.1 3.9 23 | 33 3.0 3.0
V. paranaensis MZUSP 74069 14.5 7.7 9.3 6.9 6.0 3.0 3.0 2.9 2.0 1.7 4.8 26 | 3.2 3.5 3.5
V. paranaensis MZzZUSP 74066 14.7 9.4 10.8 7.7 7.8 3.8 3.8 33 2.4 2.0 3.9 25 | 33 3.2 3.9
V. paranaensis MZUSP 74070 135 7.3 9.0 6.6 6.0 3.0 3.0 2.8 2.0 1.8 4.5 24 | 32 3.3 3.3
V. paranaensis MZUSP 74076 14.1 7.1 9.8 6.9 5.6 2.9 2.9 2.2 2.0 1.9 4.9 25 | 45 35 2.9
V. paranaensis MzZUSP 74070-2 15.2 8.5 117 8.4 6.7 33 33 3.0 2.2 2.0 4.6 26 | 39 3.8 34
V. paranaensis MZUSP 74054 15.5 8.7 11.2 8.0 7.3 3.8 3.8 3.3 2.5 2.0 4.1 2.3 3.4 3.2 3.7
V. paranaensis IBSP 106677 13.0 8.3 11.3 7.5 5.6 3.0 3.0 3.0 2.3 1.9 4.3 2.8 3.8 3.3 2.9
V. paranaensis IBSP 106689 13.3 8.3 11.0 7.5 5.5 3.0 3.0 2.9 2.3 2.0 44 28 | 338 3.3 2.8
V. paranaensis | PNI_2018 The 6 13 8 10 7.0 6.1 3.0 3.0 2.7 2.0 1.9 4.3 2.7 3.7 3.5 3.2
V. paranaensis | PNI_2018 The 8 14 8.8 10.8 8.7 5.9 3.1 3.1 3.0 2.7 2.0 45 2.8 3.6 3.2 3.0
V. paranaensis | PNI_2018 The 4 15 8.9 11.2 9.5 6.7 3.1 3.1 3.1 2.3 2.1 4.8 2.9 3.6 4.1 3.2
V. paranaensis | PNI_2018 The 2 14 8 10.3 8.0 6.6 3.0 3.0 3.0 2.0 1.9 4.7 2.7 3.4 4.0 3.5
V. paranaensis | PNI_2018 The 7 15.3 9.1 10.8 10.1 5.8 3.3 3.3 3.0 2.0 1.8 4.6 2.8 3.6 5.1 3.2
V. vellutinus IBSP 104132-A 19.0 7.4 12.9 10.9 8.1 4.1 4.0 3.7 2.8 2.3 4.6 19 3.5 3.9 3.5
V. vellutinus IBSP 106984 15.7 7.1 12.8 8.9 7.5 4.5 3.9 3.1 2.2 1.9 3.5 1.8 4.1 4.0 3.9
V. vellutinus IBSP 104456-B 13.6 8.7 9.4 8.0 6.0 2.9 2.9 2.2 1.8 1.5 4.7 3.0 4.3 4.4 4.0
V. vellutinus IBSP 101049 155 9.1 11.2 9.6 7.7 4.0 4.2 3.6 2.7 2.0 3.9 2.2 3.1 3.6 3.9
V. vellutinus IBSP 106973 16.8 9.7 10.0 10.0 6.7 4.0 3.8 3.3 2.5 1.9 4.2 2.5 3.0 4.0 3.5
V. vellutinus IBSP 100281 16.6 9.4 12.6 9.0 7.3 4.0 3.6 3.3 2.1 1.9 4.2 2.6 3.8 4.3 3.8
V. vellutinus IBSP 101204 13.6 8.1 11.3 8.5 6.0 3.1 3.3 2.9 2.0 1.6 4.4 2.4 3.9 4.3 3.8
V. vellutinus IBSP 103993 12.30 7.10 9.50 6.9 5.9 2.7 2.7 24 1.8 1.5 4.6 2.6 4.0 3.8 3.9
V. vellutinus IBSP 105687 18.0 10.9 12.0 10.7 7.7 3.9 3.9 33 25 1.9 4.6 28 | 36 4.3 4.1
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V. vellutinus IBSP 9871 19.0 7.4 12.9 10.5 8.3 4.9 4.9 4.0 29 25 3.9 15 | 32 3.6 3.3
V. vellutinus IBSP 102195 16.4 9.2 114 9.2 6.9 3.9 4.0 3.6 2.3 2.0 4.2 23 | 32 4.0 35
V. vellutinus IBSP 105678 18.2 10.6 12.6 9.7 6.9 3.9 3.9 3.4 2.2 1.8 4.7 27 | 37 4.4 3.8
V. vellutinus IBSP 101424 19.1 10.7 9.5 12.0 8.0 4.9 4.5 3.9 2.8 2.2 3.9 24 | 24 4.3 3.6
V. vellutinus IBSP 101362 14.2 9.3 9.1 8.4 6.0 3.1 3.1 2.8 2.1 1.6 4.6 30 | 33 4.0 3.8
V. vellutinus IBSP 11643 14.5 10.3 12.6 8.8 6.5 41 3.1 3.4 2.0 1.9 3.5 33 | 37 4.4 34
V. vellutinus IBSP 104119 16.9 9.9 10.4 9.5 7.4 3.8 3.3 3.3 2.2 1.9 45 30 | 31 4.3 3.9
V. vellutinus IBSP 104053 17.1 9.5 11.9 10.4 7.6 4.3 4.0 3.5 2.3 1.8 4.0 24 | 34 45 4.2
V. vellutinus IBSP 212965 13.2 7.9 9.8 7.3 6.8 2.5 3.3 2.7 1.8 15 5.3 24 | 3.6 4.1 4.5
V. vellutinus IBSP 104656 15.7 8.4 12.6 9.2 6.8 3.8 3.8 3.0 2.2 1.9 4.1 22 | 4.2 4.2 3.6
V. vellutinus IBSP 102416 13.8 6.6 8.2 9.5 6.9 3.4 3.4 2.9 2.2 1.6 4.1 19 | 238 4.3 4.3
V. vellutinus IBSP 101463 17.8 9.3 12.5 9.5 7.2 4.0 3.8 3.6 2.2 1.7 45 25 | 35 4.3 4.2
V. vellutinus IBSP 106977 16.9 9.4 12.2 9.0 7.9 43 3.9 3.6 2.3 1.9 3.9 24 | 34 3.9 4.2
V. vellutinus IBSP 104141-A | 16.9 9.7 9.6 10.5 7.0 3.6 3.5 33 2.1 1.7 4.7 28 | 29 5.0 4.1
V. vellutinus IBSP 101074 125 6.0 8.7 7.4 5.0 29 2.9 2.6 1.9 1.7 4.3 21 | 34 3.9 2.9
V. vellutinus IBSP 101080 16.5 9.8 10.1 8.6 6.9 3.7 3.7 3.2 2.4 1.9 4.5 27 | 32 3.6 3.6
V. vellutinus IBSP 104141-B | 17.1 10.0 11.1 8.9 6.8 3.9 3.7 3.2 2.4 2.0 4.4 27 | 35 3.7 3.4
V. vellutinus IBSP 104504 16.2 9.0 9.9 8.5 6.2 3.2 3.1 2.9 2.2 1.4 5.1 29 | 34 3.9 4.4
Table 6. Measurements of leg Il of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.
Femur Il | Patella | Tibiae Il | Metatarsus | Tarsus | Femur Il | Patella | Tibiae Il | Metatarsus | Tarsus Ratio | Ratio | Ratio Ratio Ratio
Species Collection Number | length Il length | length 11 length Il length | width 11 width | width 11 width Il width | Femur | Patela | Tibia | Metatarso | Tarso
V. paranaensis MZUSP 74057 12.9 8.2 9.0 8.6 5.8 3.2 3.5 3.0 2.4 1.9 4.0 2.3 3.0 3.6 3.1
V. paranaensis MZUSP 32336 9.8 6.3 6.5 6.0 5.0 2.1 2.4 2.0 1.6 1.7 4.6 2.6 3.3 3.8 2.9
V. paranaensis MZUSP 74067 13.2 8.3 9.2 8.1 6.9 3.0 3.7 3.0 2.1 1.9 4.4 22 | 31 3.9 3.6
V. paranaensis MZUSP 74062 13.5 7.5 10.8 7.5 6.0 3.5 3.5 3.0 2.1 2.1 3.9 2.1 3.6 3.6 2.9
V. paranaensis MZUSP 74069 12.4 7.0 8.4 6.9 6.0 3.0 2.8 2.3 2.0 1.9 41 25 | 37 35 32
V. paranaensis MZUSP 74066 141 6.7 9.4 8.3 7.0 3.8 3.3 3.0 2.1 2.0 3.7 2.0 3.1 4.0 35
V. paranaensis MZUSP 74070 12.4 6.5 8.9 7.3 6.0 2.6 2.9 2.2 24 1.7 4.8 22 | 40 3.0 3.5
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V. paranaensis MZUSP 74076 13.2 6.7 9.6 5.6 5.0 3.1 25 2.0 1.9 1.6 4.2 2.7 4.8 2.9 3.1
V. paranaensis MZUSP 74070-2 12.7 7.9 8.8 8.4 6.9 3.0 3.0 2.7 2.0 1.9 4.2 2.6 3.3 4.2 3.6
V. paranaensis IBSP 106677 11.8 75 10.0 7.2 5.7 3.5 3.1 2.5 2.3 1.7 34 2.4 4.0 3.1 34
V. paranaensis IBSP 106689 12.7 7.5 10.1 7.0 5.9 3.0 2.8 25 2.0 1.7 4.2 2.7 4.0 3.5 3.5
V. paranaensis | PNI 2018 The 6 19.0 7 8.4 7.4 5.4 3.0 2.6 2.8 1.9 1.7 6.3 2.7 3.0 3.9 3.2
V. paranaensis | PNI_2018 The 8 12.6 7.6 9.3 8.5 5.5 3.2 3.1 3.0 2.0 1.9 3.9 25 3.1 4.3 2.9
V. paranaensis | PNI_2018 The 4 13.0 8 9 8.0 6.4 3.2 3.1 2.7 21 1.9 4.1 26 | 33 3.8 3.4
V. paranaensis | PNI_2018 The 2 12.0 6.9 8.8 7.3 6.1 3.0 2.9 23 2.0 1.8 4.0 24 | 38 37 3.4
V. paranaensis | PNI 2018 The 7 14.0 7.6 9.9 8.5 6.0 3.1 3.2 2.6 1.9 1.6 4.5 24 3.8 4.5 3.8
V. vellutinus IBSP 104132-A | 142 9.2 9.0 10.0 7.4 4.0 3.9 34 24 1.9 3.6 24 | 2.7 4.2 3.9
V. vellutinus IBSP 106984 14.0 10.9 11.7 9.9 7.9 4.5 3.9 3.3 2.3 2.0 3.1 2.8 3.5 4.3 4.0
V. vellutinus IBSP 104456-B 14.6 7.6 8.1 8.1 5.6 2.9 2.8 2.0 1.7 14 5.0 2.7 4.1 4.8 4.0
V. vellutinus IBSP 101049 145 8.5 9.9 9.0 6.9 4.0 4.2 3.2 24 2.0 3.6 2.0 3.1 3.8 3.5
V. vellutinus IBSP 106973 141 8.3 10.6 9.0 6.6 34 3.7 3.0 2.1 1.9 4.2 2.3 3.5 4.3 3.5
V. vellutinus IBSP 100281 14.6 9.1 9.9 8.6 8.0 3.9 3.4 2.9 2.0 1.9 3.7 2.7 3.4 4.3 4.2
V. vellutinus IBSP 101204 13.3 7.30 10.7 9.1 6.1 3.5 3.6 2.8 2.0 1.9 3.8 2.0 3.8 4.6 3.2
V. vellutinus IBSP 103993 10.9 6.40 8.0 6.9 5.5 2.3 25 2.0 1.7 1.5 4.7 2.6 4.0 4.1 3.7
V. vellutinus IBSP 105687 155 10.2 10.9 10.3 6.8 3.9 3.9 3.0 2.2 1.9 4.0 26 | 36 4.7 3.6
V. vellutinus IBSP 9871 16.1 10.2 10.1 9.8 7.2 4.5 4.4 3.5 2.8 2.1 3.6 2.3 2.9 3.5 34
V. vellutinus IBSP 102195 13.6 8.4 111 8.1 6.8 3.8 4.1 3.3 2.2 1.9 3.6 2.0 3.4 3.7 3.6
V. vellutinus IBSP 105678 15.8 9.6 10.2 8.9 6.8 3.4 35 2.6 2.0 1.9 4.6 27 | 39 4.5 3.6
V. vellutinus IBSP 101424 17.3 8.6 10.0 10.2 7.7 4.5 4.2 3.4 2.7 1.9 3.8 2.1 2.9 3.8 4.1
V. vellutinus IBSP 101362 12.7 7.2 9.0 8.3 5.9 3.0 3.0 2.5 1.9 1.7 4.2 24 3.6 4.4 3.5
V. vellutinus IBSP 11643 12.9 9.4 8.7 8.9 6.7 34 3.4 2.7 2.0 1.7 3.8 2.8 3.2 4.5 3.9
V. vellutinus IBSP 104119 124 10.1 9.7 9.6 6.9 34 3.2 2.5 17 15 3.6 3.2 3.9 5.6 4.6
V. vellutinus IBSP 104053 15.4 8.8 9.5 8.5 6.8 3.8 3.9 3.0 2.4 1.8 4.1 23 | 3.2 35 3.8
V. vellutinus IBSP 212965 10.8 6.2 8.8 7.2 5.9 24 2.9 2.3 1.9 1.5 4.5 2.2 3.8 3.8 3.9
V. vellutinus IBSP 104656 13.3 8.4 8.9 8.3 6.9 35 35 2.7 2.0 1.9 3.8 24 | 33 4.2 3.6
V. vellutinus IBSP 102416 111 5.7 11.0 8.1 6.8 3.3 3.0 2.7 1.8 1.7 34 1.9 4.1 4.5 4.0
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V. vellutinus IBSP 101463 15.0 9.4 104 8.7 7.1 3.9 3.5 3.0 2.1 1.6 3.8 2.7 3.5 4.1 4.4
V. vellutinus IBSP 106977 15.3 8.9 9.9 9.0 7.3 3.9 3.8 3.0 2.3 1.9 3.9 2.3 3.3 3.9 3.8
V. vellutinus IBSP 104141-A 16.3 8.8 8.8 9.3 6.2 3.3 3.4 2.9 2.0 14 4.9 2.6 3.0 4.7 4.4
V. vellutinus IBSP 101074 10.5 6.2 7.2 5.9 5.3 2.6 25 2.0 1.7 1.6 4.0 25 3.6 3.5 3.3
V. vellutinus IBSP 101080 154 8.8 9.2 8.6 6.5 3.8 3.7 2.7 2.0 1.8 4.1 2.4 3.4 4.3 3.6
V. vellutinus IBSP 104141-B 15.1 9.1 10.5 8.6 6.6 3.9 3.5 2.9 2.0 1.6 3.9 2.6 3.6 4.3 4.1
V. vellutinus IBSP 104504 13.9 8.5 8.2 7.2 5.9 3.0 2.9 2.5 1.9 1.2 4.6 2.9 3.3 3.8 4.9
Table 7. Measurements of leg 111 of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.
Femur Patella Tibiae Metatarsus | Tarsus Femur Patella Tibiae Metatarsus | Tarsus Ratio | Ratio | Ratio Ratio Ratio
Species Collection Number 111 length | 111 length | 111 length | 111 length 111 length | 111 width | 111 width | 11l width | 11l width 11l width | Femur | Patela | Tibia | Metatarso | Tarso
V. paranaensis MZUSP 74057 11.6 7.6 7.7 8.9 6.4 3.5 3.2 2.8 2.0 1.9 3.3 2.4 2.7 45 34
V. paranaensis MZUSP 32336 8.6 5.1 7.0 6.6 5.1 24 2.4 1.9 1.6 1.3 3.6 2.1 3.7 4.1 3.9
V. paranaensis MZUSP 74067 12.8 6.5 9.0 8.4 6.6 3.8 3.4 2.9 2.0 1.9 3.4 1.9 3.1 4.2 35
V. paranaensis MZUSP 74062 11.8 6.6 9.7 8.3 6.0 34 3.0 2.9 2.0 1.9 35 2.2 3.3 4.2 3.2
V. paranaensis MZUSP 74069 10.2 6.4 7.3 7.6 5.1 3.0 2.8 24 1.9 1.6 34 2.3 3.0 4.0 3.2
V. paranaensis MZUSP 74066 11.7 7.0 7.9 8.6 6.8 3.7 3.4 2.9 1.9 2.0 3.2 2.1 2.7 45 34
V. paranaensis MZUSP 74070 10.9 5.8 8.3 8.4 6.5 34 2.8 3.4 2.0 1.7 3.2 2.1 25 4.3 3.8
V. paranaensis MZUSP 74076 10.2 5.2 7.9 7.0 5.0 2.7 2.6 2.2 1.8 1.7 3.8 2.0 3.6 3.9 2.9
V. paranaensis MZUSP 74070-2 11.3 7.4 7.3 8.5 6.0 3.0 3.3 2.6 2.0 1.7 3.8 2.2 2.8 4.3 3.5
V. paranaensis IBSP 106677 10.8 6.6 8.9 8.6 5.9 3.1 3.4 2.8 2.0 1.7 3.5 19 3.2 4.3 3.5
V. paranaensis IBSP 106689 11.0 6.6 9.0 8.0 6.2 3.1 3.0 2.8 2.0 1.7 35 2.2 3.2 4.0 3.6
V. paranaensis | PNI_2018 The 6 11.7 5.9 7.9 8.5 6.3 2.9 2.9 2.2 1.9 1.6 4.0 2.0 3.6 4.5 3.9
V. paranaensis | PNI_2018 The 8 11.9 6.5 8.9 8.4 6.0 3.1 3.0 2.8 2.0 1.7 3.8 2.2 3.2 4.2 35
V. paranaensis | PNI_2018 The 4 12.0 6.8 8.4 9.5 6.1 3.5 3.0 2.7 2.0 1.9 34 2.3 3.1 4.8 3.2
V. paranaensis | PNI_2018_The 2 11.0 6.7 7.9 9.0 6.3 3.0 2.7 2.3 2.0 1.7 3.7 2.5 3.4 45 3.7
V. paranaensis | PNI_2018 The 7 13.0 7.4 8.9 10.0 6.8 3.1 3.0 2.6 2.0 1.9 4.2 2.5 3.4 5.0 3.6
V. vellutinus IBSP 104132-A 12.8 7.9 9.5 10.0 7.9 4.0 3.7 3.2 2.2 1.9 3.2 2.1 3.0 4.5 4.2
V. vellutinus IBSP 106984 13.3 9.6 10.1 11.0 6.9 4.0 3.6 3.0 2.2 1.9 3.3 2.7 3.4 5.0 3.6
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V. vellutinus IBSP 104456-B 10.4 7.6 6.9 9.4 5.6 2.9 2.8 2.1 2.0 1.4 3.6 2.7 3.3 4.7 4.0
V. vellutinus IBSP 101049 13.1 8.3 8.8 10.5 7.1 4.0 4.0 3.3 2.5 2.0 3.3 2.1 2.7 4.2 3.6
V. vellutinus IBSP 106973 14.2 6.1 10.0 10.0 6.9 3.5 3.4 3.0 2.0 1.8 4.1 1.8 3.3 5.0 3.8
V. vellutinus IBSP 100281 12.1 7.8 9.5 10.0 6.9 3.8 3.3 3.0 2.0 1.9 3.2 2.4 3.2 5.0 3.6
V. vellutinus IBSP 101204 10.0 7.2 9.4 9.7 6.4 3.0 3.5 2.9 2.1 1.8 3.3 2.1 3.2 4.6 3.6
V. vellutinus IBSP 103993 8.9 5.0 7.4 7.5 5.2 2.5 2.4 2.0 1.7 1.4 3.6 2.1 3.7 4.4 3.7
V. vellutinus IBSP 105687 12.8 9.2 8.3 11.0 7.0 3.5 3.8 2.9 2.1 1.8 3.7 2.4 29 5.2 3.9
V. vellutinus IBSP 9871 13.9 8.7 10.2 10.7 7.2 4.5 44 3.9 24 2.1 31 2.0 2.6 45 34
V. vellutinus IBSP 102195 10.9 6.8 8.8 8.9 54 3.2 3.1 2.8 2.0 1.8 3.4 2.2 3.1 4.5 3.0
V. vellutinus IBSP 105678 14.0 8.3 8.5 9.9 6.0 3.6 3.7 3.0 2.0 1.5 3.9 2.2 2.8 5.0 4.0
V. vellutinus IBSP 101424 14.1 8.9 8.8 10.3 7.0 4.1 4.1 3.5 2.7 2.0 3.4 2.2 2.5 3.8 3.5
V. vellutinus IBSP 101362 11.9 6.0 7.5 8.1 5.9 3.2 3.0 24 2.0 1.4 3.7 2.0 3.1 41 4.2
V. vellutinus IBSP 11643 12.4 7.5 8.5 8.9 6.8 3.3 3.7 2.6 2.0 1.6 3.8 2.0 3.3 4.5 4.3
V. vellutinus IBSP 104119 11.6 7.2 9.0 10.0 7.0 3.9 3.2 2.7 2.0 1.5 3.0 2.2 3.3 5.0 4.7
V. vellutinus IBSP 104053 13.1 8.5 9.3 9.5 7.0 4.0 3.5 3.0 2.1 1.8 3.3 2.4 3.1 45 3.9
V. vellutinus IBSP 212965 9.5 7.0 7.5 8.5 6.4 3.0 2.9 2.3 1.7 1.5 3.2 24 3.2 5.0 4.3
V. vellutinus IBSP 104656 11.6 7.4 7.9 9.4 6.6 3.6 3.5 2.9 2.0 1.7 3.2 2.1 2.7 4.7 3.9
V. vellutinus IBSP 102416 10.8 6.9 9.5 9.9 6.1 3.2 3.0 2.6 1.8 1.7 3.4 2.3 3.7 5.5 3.6
V. vellutinus IBSP 101463 13.5 8.2 9.3 8.0 6.8 3.7 3.5 2.9 2.0 1.6 3.7 2.4 3.2 4.0 4.3
V. vellutinus IBSP 106977 12.8 7.6 9.1 10.0 7.0 4.2 SN Sodl, 2.1 1.9 3.1 2.1 2.9 4.8 3.7
V. vellutinus IBSP 104141-A | 139 8.3 8.5 9.9 6.2 3.6 3.3 2.9 2.0 1.6 3.9 2.5 2.9 5.0 3.9
V. vellutinus IBSP 101074 8.7 54 5.7 7.2 5.8 2.8 2.7 2.3 1.6 1.4 3.1 2.0 25 45 4.1
V. vellutinus IBSP 101080 14.0 7.8 7.5 9.5 6.6 3.7 3.3 2.9 2.0 1.8 3.8 2.3 2.6 4.8 3.7
V. vellutinus IBSP 104141-B 134 7.3 9.3 9.4 7.2 3.8 3.4 3.0 2.0 1.7 3.5 2.2 3.1 4.7 4.2
V. vellutinus IBSP 104504 12.3 7.2 7.4 9.0 6.0 3.0 2.9 2.3 1.9 1.3 41 2.5 3.2 4.7 4.6
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Table 8. Measurements of leg IV of specimens of V. paranaensis and V. vellutinus.

Femur IV | Patella IV | Tibiae IV | Metatarsus Tarsus IV | Femur IV | Patella IV | Tibiae IV | Metatarsus Tarsus IV | Ratio Ratio | Ratio Ratio Ratio

Species Collection Number length length length 1V length length width width width 1V width width Femur | Patela | Tibia Metatarso Tarso

V. paranaensis MZUSP 74057 14.6 8.2 10.2 12.9 5.6 3.0 3.1 2.6 1.9 1.8 4.9 2.6 3.9 6.8 3.1
V. paranaensis MZUSP 32336 11.2 5.7 9.8 10.7 5.6 2.0 2.4 2.0 15 1.4 5.6 2.4 4.9 7.1 4.0
V. paranaensis MZUSP 74067 15.7 8.6 11.1 14.2 7.4 3.5 3.1 2.9 1.8 1.8 4.5 2.8 3.8 7.9 4.1
V. paranaensis MZUSP 74062 14.0 7.3 114 11.0 6.8 3.0 3.4 2.7 1.9 1.9 4.7 2.1 4.2 5.8 3.6
V. paranaensis MZUSP 74069 13.1 6.4 10.6 10.8 55 3.0 2.9 2.5 1.8 1.5 4.4 2.2 4.3 6.0 3.7
V. paranaensis MZUSP 74066 14.2 8.2 10.9 13.0 6.6 3.6 3.3 2.8 1.9 1.9 4.0 2.5 3.9 6.8 3.5
V. paranaensis MZUSP 74070 12.6 6.3 9.4 115 6.0 2.9 2.9 2.3 1.7 1.5 4.3 2.2 4.1 6.8 4.0
V. paranaensis MZUSP 74076 125 6.1 10.3 10.6 5.5 2.3 2.6 2.0 1.4 1.3 54 2.4 5.1 7.6 4.2
V. paranaensis MZUSP 74070-2 14.7 6.1 114 12.3 6.8 2.7 3.0 2.9 1.6 1.6 54 2.0 3.9 7.7 4.3
V. paranaensis IBSP 106677 12.9 7.3 114 12.7 6.2 3.0 3.0 24 1.8 1.7 4.3 2.4 4.8 7.1 3.6
V. paranaensis IBSP 106689 13.3 7.3 11.9 12.6 6.9 2.7 2.9 2.0 1.8 1.8 4.9 2.5 6.0 7.0 3.8
V. paranaensis | PNI_2018 The 6 13.7 7.1 11 12.0 6.6 2.7 2.8 2.2 1.6 1.5 5.1 2.5 5.0 7.5 4.4
V. paranaensis | PNI_2018_The 8 14.7 7.4 11.1 13.9 6.9 3.1 Sodl, 2.6 1.9 1.8 4.7 2.4 43 7.3 3.8
V. paranaensis | PNI_2018 The 4 15.1 8.1 12 13.8 6.6 3.3 3.0 2.6 1.9 1.8 4.6 2.7 4.6 7.3 3.7
V. paranaensis | PNI_2018 The 2 13.6 7 11 13.6 6.7 2.9 2.9 2.3 1.7 1.6 4.7 2.4 4.8 8.0 4.2
V. paranaensis | PNI_2018 The 7 15.1 8.3 11 14.4 6.9 3.1 3.1 2.3 1.9 1.7 4.9 2.7 4.8 7.6 4.1
V. vellutinus IBSP 104132-A 154 8.5 12.6 15.9 8.3 3.8 3.9 3.2 2.1 1.9 4.1 2.2 3.9 7.6 4.4
V. vellutinus IBSP 106984 17.3 9.8 13.6 14.0 7.9 3.8 4.0 2.9 2.1 1.7 4.6 2.5 4.7 6.7 4.6
V. vellutinus IBSP 104456-B 13.6 7.3 10.1 134 6.2 2.7 2.6 2.0 2.0 1.2 5.0 2.8 51 6.7 5.2
V. vellutinus IBSP 101049 16.4 9.5 12.2 14.5 7.9 3.9 4.0 3.0 2.2 1.8 4.2 2.4 41 6.6 4.4
V. vellutinus IBSP 106973 154 8.9 11.9 16.0 8.0 3.5 3.4 2.8 1.9 1.7 4.4 2.6 4.2 8.4 4.7
V. vellutinus IBSP 100281 17.9 7.9 11.6 14.0 6.9 3.6 3.1 2.9 1.9 1.7 5.0 2.5 4.0 7.4 4.1
V. vellutinus IBSP 101204 13.9 7.4 12.0 12.1 6.9 3.3 3.6 2.6 1.9 1.8 4.2 2.1 4.6 6.4 3.8
V. vellutinus IBSP 103993 11.2 6.0 9.0 11.0 5.7 2.2 2.1 1.9 13 1.2 51 2.9 4.7 8.5 4.8
V. vellutinus IBSP 105687 15.5 10.2 11.3 15.9 7.9 3.3 3.6 2.9 1.9 1.5 4.7 2.8 3.9 8.4 53
V. vellutinus IBSP 9871 15.5 9.0 12.2 15.1 8.1 4.6 4.7 45 2.7 2.1 3.4 1.9 2.7 5.6 3.9
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V. vellutinus IBSP 102195 15.6 9.0 12.3 15.0 7.2 3.7 4.1 3.2 2.1 1.8 4.2 2.2 3.8 7.1 4.0
V. vellutinus IBSP 105678 15.6 8.6 11.2 14.5 7.4 3.7 3.5 2.8 1.8 1.7 4.2 24 | 40 8.1 4.4
V. vellutinus IBSP 101424 18.1 8.5 13.2 16.6 8.0 4.2 4.1 3.4 2.4 1.8 4.3 2.1 3.9 6.9 44
V. vellutinus IBSP 101362 13.7 7.6 10.7 13.1 6.0 3.0 2.7 2.6 1.7 1.4 4.6 28 | 41 7.7 4.3
V. vellutinus IBSP 11643 13.7 8.4 10.5 12.0 6.9 4.1 3.6 2.9 1.8 1.6 3.3 2.3 3.6 6.7 4.3
V. vellutinus IBSP 104119 14.2 8.0 11.9 15.2 7.3 3.6 3.4 2.5 1.9 13 3.9 24 | 438 8.0 5.6
V. vellutinus IBSP 104053 16.6 9.5 12.7 14.7 7.4 3.8 3.8 2.9 2.0 1.6 44 25 | 44 74 4.6
V. vellutinus IBSP 212965 12.3 7.2 8.3 12.8 5.9 2.7 2.9 2.0 2.0 1.1 4.6 25 | 4.2 6.4 54
V. vellutinus IBSP 104656 14.7 7.0 10.0 13.5 7.2 3.6 3.9 2.8 1.9 1.6 41 1.8 3.6 7.1 4.5
V. vellutinus IBSP 102416 135 7.1 12.7 14.1 6.8 3.5 3.0 24 1.6 1.5 3.8 2.4 5.3 8.8 4.5
V. vellutinus IBSP 101463 16.4 8.1 12.0 15.1 7.0 3.7 3.3 2.8 2.0 1.4 4.4 25 | 43 7.6 5.0
V. vellutinus IBSP 106977 16.2 8.5 11.8 14.7 7.3 3.7 3.5 3.0 2.0 1.8 44 2.4 3.9 74 4.1
V. vellutinus IBSP 104141-A | 173 9.9 10.8 13.1 74 3.3 3.6 2.8 1.9 1.6 52 2.7 3.8 6.9 4.6
V. vellutinus IBSP 101074 11.7 6.3 8.6 10.3 6.0 24 2.5 2.0 1.7 1.2 4.9 25 | 43 6.1 5.0
V. vellutinus IBSP 101080 15.8 7.9 10.1 13.9 6.9 3.2 3.3 2.7 1.8 1.6 4.9 2.4 3.7 7.7 4.3
V. vellutinus IBSP 104141-B 155 7.7 13.0 13.9 74 3.5 3.3 2.8 1.9 1.6 4.4 23 | 46 7.3 4.6
V. vellutinus IBSP 104504 14.3 8.1 10.3 13.0 6.8 2.9 3.2 2.3 1.8 1.2 4.9 25 | 45 7.2 5.7
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File S3. Statistical Analysis.

Legs analysis
PCA values

PC| Eigenvalue | % variance
1 1.3 29.0
2 0.9 21.3
3 | 0.410199 9.3874
4 | 0.339402 7.7672
5 | 0.207878 4.7573
6

7

8

9

0.166265 3.805
0.164838 3.7723
0.157674 3.6084
0.124249 2.8434
10 | 0.113742 2.603
11| 0.089581 2.0501
12 | 0.0735195 1.6825
13 0.0701198 1.6047

14 | 0.0582621 1.3333

15 | 0.0523222 1.1974

16 | 0.0364201 | 0.83347
17 | 0.031364 0.71776
18 | 0.0230953 [ 0.52853
19 | 0.0183389 | 0.41968
20 ) 0.0163538 | 0.37426
21 0.0105429 | 0.24127
22 0.0033315 | 0.07624
23 | 0.0019486 | 0.044593
24 | 0.0010779 | 0.024668

Contribution of each variable for PCs 1 and 2

pCL pC2
Lic -0.2108 01626
Liic -0.1991 01631
Linic -0.1836 01492
Livic -0.2295 0.2068
Fl 0.06193 0.253
PI 007763 | 0.1722
Tol -0.02571 0.206
M1 03345 | -0.01713
T 03153 | -0.07495
Fil 0.003662 | 0.3306
PIl 008385 | 0.1227
Thil 0.01736 0.228
Ml 03332 | 0.01531
] 03115 | -0.04622
Fill 0.03702 0.18
Pl 0.06616 | 0.0233
Tolll 004169 | 0.2116
Ml 02176 | -0.01594
T 02481 | 0.01263
FIV -0.08613 | 0.3726
PIV 006367 | 0.1272
Tolv | 0.001546 | 0.4228
MV 0.301 03777
TIV 04169 | 0.08168

Normality tests

Length of leg/carapace

V. paranaensis LI/C LII/C Lin/c LIVIC V. vellutinus LI/C LI/C LIn/C LIVIC
N 17 17 17 17 N 27 27 27 27
Shapiro-Wilk W 0.9539 0.9477 0.9711 0.974 Shapiro-Wilk W 0.9206 0.9278 0.9192 0.9558
p(normal) 0.5218 0.4205 0.8379 0.8832 p(normal) 0.04086 0.06091 0.03767 0.2945
Jarque-Bera JB 0.6336 0.4991 0.5688 0.4603 Jarque-Bera JB 1.987 0.8248 0.8079 0.6769
p(normal) 0.7285 0.7791 0.7525 0.7944 p(normal) 0.3703 0.6621 0.6677 0.7129
p(Monte Carlo) 0.6304 0.7124 0.6752 0.7447 p(Monte Carlo) 0.1635 0.5591 0.566 0.6348
Chir2 2.0588 0.17647 1.5882 3.9412 Chir2 3.3704 2.1852 3.3704 2.1852
p(normal) 0.15133 0.67442 0.20758 0.047118 p(normal) 0.066379 0.13934 0.066379 0.13934
Chi”2 OK (N>20) NO NO NO NO Chi”2 OK (N>20) YES YES YES YES
Anderson-Darling A 0.3308 0.4954 0.2316 0.2342 Anderson-Darling A 0.9481 0.7448 0.9127 0.5299
p(normal) 0.4779 0.1851 0.7654 0.7566 p(normal) 0.01401 0.04603 0.01723 0.1601

Length/Width of metatarsus
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V. paranaensis Ml MIl MIll MIV V. vellutinus Mi Mil Mill MIV
N 17 17 17 17 N 27 27 27 27
Shapiro-Wilk W 0.7997 0.9667 0.936 0.9293 Shapiro-Wilk W 0.9358 0.9388 0.962 0.9863
p(normal) 0.002012 0.7586 0.2742 0.2121 p(normal) 0.09573 0.1137 0.4092 0.9687
Jarque-Bera JB 18.41 0.2196 1.484 1.681 Jarque-Bera JB 0.8399 2.932 0.3052 0.2372
p(normal) 0.0001004 |  0.896 0.4762 0.4315 p(normal) 0.6571 0.2309 0.8585 0.8882
p(Monte Carlo) 0.0022 0.8905 0.1931 0.1544 p(Monte Carlo) 0.5466 0.0857 0.8408 0.881
Chin2 3.4706 1.1176 3 3.4706 Chin2 1.8889 1.8889 1.2963 1
p(normal) 0.062469 0.29043 0.083265 | 0.062469 p(normal) 0.16933 0.16933 0.25489 0.31731
Chin2 OK (N>20) NO NO NO NO Chi*2 OK (N>20) YES YES YES YES
Anderson-Darling A 1.116 0.2766 0.4606 0.4408 Anderson-Darling A 0.6085 0.4328 0.5195 0.1654
p(normal) 0.004588 | 0.6095 0.2278 0.2558 p(normal) 0.1023 0.2819 0.1704 0.9326
Length/Width of tarsus
V. paranaensis TI TH THI TIV V. vellutinus TI TH THI TIV
N 17 17 17 17 N 27 27 27 27
Shapiro-Wilk W 0.9758 0.9446 0.9496 0.967 Shapiro-Wilk W 0.9781 0.9549 0.9734 0.9476
p(normal) 0.9089 0.3775 0.4507 0.7649 p(normal) 0.816 0.2807 0.692 0.1871
Jarque-Bera JB 0.4302 0.6427 0.323 0.7575 Jarque-Bera JB 0.3554 2.283 0.008962 1.713
p(normal) 0.8065 0.7252 0.8508 0.6847 p(normal) 0.8372 0.3194 0.9955 0.4246
p(Monte Carlo) 0.7629 0.6081 0.8331 0.5383 p(Monte Carlo) 0.8148 0.1218 0.995 0.2102
Chin2 2.0588 1.5882 3 0.17647 Chin2 0.7037 1 1.5926 9.5926
p(normal) 0.15133 0.20758 0.083265 0.67442 p(normal) 0.40154 0.31731 0.20696 | 0.0019536
Chi"2 OK (N>20) NO NO NO NO Chi"2 OK (N>20) YES YES YES YES
Anderson-Darling A 0.229 0.3643 0.393 0.2146 Anderson-Darling A 0.2497 0.4419 0.3469 0.5724
p(normal) 0.7738 0.3967 0.3371 0.8193 p(normal) 0.72 0.2677 0.4543 0.1239
Length/Width of femur 1V and tibiae IV
V. paranaensis FIV ThiV V. vellutinus FIV ThlV
N 17 17 N 27 27
Shapiro-Wilk W 0.9694 0.919 Shapiro-Wilk W 0.9573 0.9639
p(normal) 0.8076 | 0.1418 p(normal) 0.32 0.4518
Jarque-Bera JB 0.3632 2.247 Jarque-Bera JB 0.9878 1.192
p(normal) 0.8339 | 0.3252 p(normal) 0.6103 0.551
p(Monte Carlo) 0.8073 | 0.0941 p(Monte Carlo) 0.4712 0.3778
Chin2 0.17647 | 0.64706 Chir2 6.3333 0.40741
p(normal) 0.67442 | 0.42117 p(normal) 0.011849 | 0.52329
Chi"2 OK (N>20) | NO NO Chi"2 OK (N>20) YES YES
Anderson-Darling A| 0.2642 | 0.4096 | | Anderson-Darling A 0.3875 0.3481
p(normal) 0.6513 | 0.3066 p(normal) 0.3636 0.4514
Mann-Whitney tests
Length of lzzzlensth of carapace LIC Lo LOIC LIVC
T paranaensds (N=17) va Freliuims (4=07)
Mzzn maks 338 [E®2 133 [5.205| 1368 |BE1E| 13685 |RE5
T=1 14.3 27 10 11.3
plEms): L78ELT SOEE-DT LOIELT 1.38E-07
Monts Carlo pe 00001 0.0001 00001 0.0001
Length/Width of metatarsus Ml MII MIll MIV
V.paranaensis (N=17) vs. V.vellutinus (N=27)
Mean ranks: 4784 |17.7| 5.795 16.7 5.83 16.67| 8.284 |14.22
T=Uh: 57.5 102 103.5 2115
p(same): 3.31E-05 2.12E-03 2.24E-03 6.73E-01
Monte Carlo p: 0.0001 0.0009 0.0018 0.6856
Length/ Width of tarsus Tl TI TI TIV
V.paranaensis (N=17) vs. V.vellutinus (N=27)
Mean ranks: 4.602 |17.9 4.693 17.81 5.261 17.24 4.432 18.07
T=Ub: 49.5 53.5 78.5 42
p(same): 1.43E-05 2.15E-05 2.65E-04 6.26E-06
Monte Carlo p: 0.0001 0.0001 0.0003 0.0001
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Length/ Width of Femur IV and Tibiae IV FIV ThlV

V.paranaensis (N=17) vs. V.vellutinus (N=27)

Mean ranks: 10.78 |[11.7 10.47 12.03
T=Ub: 137.5 151.5

p(same): 2.68E-02 6.09E-02

Monte Carlo p: 0.0257 0.0615

Elliptic Fourier Analysis

Dataset - Spermathecae:

N° of harmonics = 6
Principal Component Coefficients

PC’s proportions
proportion cummulative
PC1 45.620952 45.62095
PC2 27.827253 73.44820
PC3 15.402372 88.85058
PC4 4.372749 93.22333
PC5 2.269500 95.49283

The a priori probabilities that each specimen has of belonging to each species
Vparanaensis Vvellutinus
0.44 0.56

Dataset — Palpal bulbs:

N° of harmonics =5

PC’s proportions

proportion cummulative
PC1 54.129515 54.12951
PC2 19.951219 74.08073
PC3 11.660349 85.74108
PC4 3.723758 89.46484
PC5 2531138 91.99598

The a priori probabilities that each specimen has of belonging to each species

Vparanaensis Vvellutinus
0.1774194 0.8225806
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Capitulo IV
A evolucdo de uma linhagem de aranhas Theraphosinae e as relacdes entre

espécies de Vitalius: uma visao filogendmica

Resumo

Theraphosinae € a subfamilia mais diversa de aranhas Theraphosidae, mas a histéria evolutiva
de suas espécies ainda € incerta. Este problema é comum em grupos taxonémicos de morfologia
homopléastica, com hipdteses cladisticas baseadas em caracteres taxondmicos discretos
inconsistentes e na descricdo constante de novos taxons sem a apresentacdo de um contexto
filogenético. Além disso, sdo poucos os estudos que buscam recuperar as relac@es internas das
espécies da subfamilia. Durante a ultima década, alguns estudos tém utilizado andlises
moleculares para propor novas hipéteses filogenéticas para aranhas, algumas delas utilizando a
captura de sequéncia de elementos ultraconservados (UCEs, na singla em inglés). Desse modo,
este estudo propde uma analise filogenémica utilizando UCEs para alguns géneros
Theraphosinae, testando a monofilia de Vitalius Lucas, Silva & Bertani, 1993. As espécies
utilizadas neste estudo foram resultantes de coletas de diferentes expedi¢des pelo Brasil, 0 que
possibilitou a criacdo de um conjunto de dados formado por elementos ultraconservados. Os
resultados indicam que a linhagem de aranhas Theraphosinae com quilhas retrolateral e subapical
é monofilética, e que Vitalius ndo é monofilético. Este trabalho permite o reconhecimento de
caracteres morfoldgicos importantes para 0s géneros do grupo, resultando em uma nova hipotese
filogenética que podera ser utilizada para estudos futuros.

Palavras-chave: Mygalomorphae, Theraphosidae, filogenémica, NGS
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1. Introducdo

Mygalomorphae é atualmente dividida em 31 familias (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 et al., 2022), sendo que Theraphosidae é a mais diversa em espécies (WSC,
2021). Segundo as hipoteses filogenéticas morfologica de Guadanucci (2014) e a molecular de
Foley et al. (2019), a subfamilia Theraphosinae, constituida por géneros neotropicais, apresenta
0 maior nimero de espécies (WSC, 2021). A historia evolutiva dos géneros de Theraphosinae é
resumida em poucas hipoteses cladisticas, todas baseadas em caracteres morfolédgicos discretos
(PEREZ-MILES et al., 1996; BERTANI, 2001; BERTANI, et al., 2011; BERTANI &
GUADANUCCI, 2013; PERAFAN et al., 2015, GALLETI-LIMA & GUADANUCCI, 2018;
PERAFAN & VALENCIA-CUELLAR, 2018). O uso deste tipo de caracteres pode ser um
problema, uma vez que essas aranhas possuem morfologia complexa e homogénea, resultando
em alta quantidade de homoplasias (RAVEN, 1985).

Vérios taxons de Theraphosinae sdo constantemente descritos sem um contexto
filogenético, tornando as hipoteses aceitas defasadas (e.g. BERTANI et al., 2012; BERTANI &
LEAL, 2016; GARGIULO etal., 2018). Um exemplo pratico desse problema é o género Vitalius,
que atualmente é constituido por dez espécies, mas sua relagéo filogenética foi testada em apenas
nove, onde a maioria delas surgem polifiléticas e consequentemente sem um contexto evolutivo
bem definido (BERTANI, 2001; BERTANI et al., 2011; GALLETI-LIMA & GUADANUCCI,
2018; PERAFAN & VALENCIA-CUELLAR, 2018). Outro exemplo é Pterinopelma sazimai
Fukushima, Nagahama & Bertani, 2011, que possui semelhanca morfolégica com espécies dos
géneros Vitalius, Nhandu Lucas, 1983 e Lasiodora C. L. Koch, 1850. Usando caracteres
morfoldgicos discretos, Galleti-Lima & Guadanucci (2018) propuseram que P. sazimai esta
relacionado com os géneros Nhandu e Vitalius e distantes das demais espécies de Pterinopelma
Pocock, 1901.

Nas ultimas décadas, muitos estudos tém tentado contornar a problematica taxonémica

de Mygalomorphae, gerando hipdteses evolutivas baseadas em dados moleculares
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(HENDRIXSON & BOND, 2005; HENDRIXSON & BOND, 2006; 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; LUDDECKE et al., 2018; HEDIN et al., 2019; OPATOVA et al., 2020;
FOYLEY et al.; 2019; 2020; 2021). Recentemente, abordagens filogenémicas vem ganhando
espaco em diversos ramos da biologia evolutiva, com destaque para a metodologia filogenémica
de Elementos Ultraconservados (UCEs) (FAIRCLOTH et al., 2012).

A realizacdo de andlises filogendmicas utilizando Elementos Ultraconservados
(Ultraconserved Elements — UCEs, em inglés) € uma abordagem de enriquecimento de alvo que
sequencia milhares de loci do genoma nuclear e tem sido bem-sucedida na resolucao de relacbes
evolutivas de grupos antigos e mais recentes, dentro de artropodes e aracnideos (FAIRCLOTH
et al., 2012; BRANSTETTER et al., 2017; STARRETT et al., 2017; HEDIN et al., 2018;
DERKARABETIAN et al., 2019; KULKARNI et al., 2020; XU et al., 2021). Esta técnica
consiste em capturar sequéncias de regides altamente conservadas de DNA que sdo
compartilhadas entre taxons distantes filogeneticamente (BEJERANO et al., 2004;
FAIRCLOTH etal., 2012; ZHANG et al., 2016). Kulkarni et al. (2019) projetou um conjunto de
sondas de UCE especifico de aranha, que vem funcionando bem para este tipo de estudo. Um
aspecto Unico e importante deste tipo de metodologia é a capacidade de usar DNA de espécimes
preservados em colegcdes de museus (YATES et. al., 2016; ZHANG et. al., 2019). Estudos
usando pele de passaro (MCCOMARCK et. al., 2016), insetos secos (BLAIMER et. al. 2016) e
aracnideos (WOOD et. al.,, 2018, DERKARABETIAN et. al., 2019) produziram alguns
resultados satisfatorios. O uso de UCEs tem contribuido para estudos filogenéticos,
filogeogréaficos e populacionais em escalas de tempo mais profundas e rasas (ZHANG et. al.,
2019). Até agora, nenhum estudo usou essa metodologia molecular para reconstruir as posigdes

evolutivas dos representantes de Mygalomorphae a nivel de género e espécie. Com base nisso,
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objetivamos propor uma nova hipdtese filogenética para géneros aranhas Theraphosinae,
testando a monofilia da linhagem formada pelos géneros que possuem quilhas retrolateral e
subapical, por meio da captura de sequéncias de UCEs. Além disso, buscamos também testar a
monofilia do género Vitalius, propondo mudancas taxonémicas para 0s grupos que forem
recuperados como ndao-monofiléticos e estudar a evolucao de caracteres morfologicos de géneros
de Theraphosinae pertencentes a esta linhagem que possuem quilhas retrolateral e subapical.

2. Material e métodos

Espécimes analisados

Utilizamos um total de 85 terminais, sendo que dois pertencem a subfamilia
‘Ischnocolinae’, utilizados para o enraizamento, € 0 restante a subfamilia Theraphosinae, sendo
que todos os géneros descritos que possuem bulbo copulador com quilhas retrolateral e subapical
foram amostrados. Os espécimes analisados foram resultantes de expedic@es cientificas, tendo
sido depositadas na Colecdo Aracnoldgica de Diamantina - CAD, Unesp, Rio Claro, Sdo Paulo
— J. P. L. Guadanucci. As identificacbes dos espécimes foram baseadas em Bertani (2001),
Bertani et al. (2011), Bertani et al. (2012) e Bertani & Leal (2016), que proporcionam descri¢oes
detalhadas para cada uma das espécies de Vitalius e representantes utilizados como grupo
externo. A tabela com uma lista dos vouchers analisados neste estudo pode ser encontrada no
Anexo |.

As estruturas morfoldgicas utilizadas para as discussdes foram fotografadas através de
camera fotografica Leica MC 170 hd embutida em um estereomicroscopio Leica M205C e
software Leica Application Suite LAS V4.12. Os espécimes fotografados pertencem as seguintes
colecBes: IBSP, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil — A. D. Brescovit; MCN, Museu de
Ciéncias Naturais, Fundagdo Zooboténica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil — R. Ott;
MCTP, Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, Brasil — R. A. Teixeira; MZSP, Museu de Zoologia da Universidade de S&o
Paulo, Séo Paulo, Brasil — R. Pinto da Rocha.

Extracdo do DNA
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Para a extracdo de DNA dos musculos das pernas foi utilizado o kit Qiagen DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen, Valencia, CA). A quantificacdo se deu por de fluorémetro Qubit (Life
Technologies, Inc.) e eram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1%. Para a extracdo do
DNA do especime de Pterinopelma felipeleitei Bertani & Leal, 2016, a metodologia proposta
por Derkarabetian et al. (2019) foi utilizada, pois este exemplar estava armazenado em alcool

70% em condicdes de temperatura da colecdo ha mais de 10 anos.

Elementos Ultraconservados

Para as montagens das bibliotecas de UCE, seguimos as metodologias de Starrett et al.
(2017), Hedin et al. (2018), Derkarabetian et al. (2019) e Hedin et al. (2019). O DNA extraido
passou por sonicacdo através de ultrassom Focalizado Covaris M220. O enriquecimento dos
alvos foi realizado pelo conjunto de sonda 'especifico para aranha' desenvolvido por Kulkarni
et al. (2019), seguindo o protocolo proposto pelos proprios autores. Os sequenciamentos das

bibliotecas foram realizados em Illumina HiSeq 2500.

A contagem dos reads foi realizada com o uso do pipeline Phyluce (FAIRCLOTH, 2016),
disponivel em https://phyluce.readthedocs.io/en/latest/tutorials/index.html. Para verificar a
qualidade das bases e retirar os adaptadores foi utilizado o invélucro Illumiprocessor
(FAIRCLOTH, 2013). Para a montagem dos dados (sequéncia consenso ‘contigs’) utilizamos
0 SPades (BANKEVICH et al. 2012), ajustado na configuracdo padrdo. ApOs esta etapa,
realizamos a extracéo dos loci de UCEs e posteriormente os contigs foram agrupados aos pares
através de sondas usando cobertura minima e valores minimos de identidade de 65. Os
alinhamentos dos loci de UCEs foram realizados em dois programas. Inicialmente utilizamos
0 MAFFT (KATOH & STANDLEY, 2013) implementado no Phyluce (FAIRCLOTH, 2016).
Posteriormente, realizamos um novo alinhamento, fora do Phyluce, usando o programa
MUSCLE (EDGAR, 2004). Nesta etapa, aplicamos 0 método de Edge-trim, através do Gblocks
(CASTRESANA, 2000; TALAVERA & CASTRESANA, 2007), implementado no Phyluce

(FAIRCLOTH, 2016). Ap0s esse processo, 0s loci de UCEs passaram por uma limpeza para a
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descoberta e remocéo de sequéncias individuais mal alinhadas, usando o programa Spruceup
(BOROWIEC, 2019), disponivel em https://github.com/marekborowiec/spruceup. Para a
montagem da matriz, utilizamos 50% da cobertura de tdxon. Por fim, para rodar os dados

alinhado na analise filogenética, foi criado um arquivo phylip concatenado.

Buscas das arvores

A arvore foi criada a partir de analise de maxima verossimilhanca, utilizando uma matriz
concatenada através do software 1Q-TREE 2 (MINH et al. 2020). Para estimar o suporte dos nés
foi realizado um ultrafast bootstrapping com 1000 réplicas. As edi¢cBes das arvores foram
realizadas pelo software FigTree V. 1.4.4 (RAMBAUT, 2018). A topologia resultante teve seus
terminais ordenados de forma crescente. Todas as etapas de extracdo do DNA e andlises de
bioinformatica foram realizadas no laboratério de Sistematica e Filogenia de Artropodes, da

Universidade de Idaho, nos Estados Unidos, sob superviséo do Prof. Dr. Chris A. Hamilton.

Estudo dos caracteres morfoldgicos

Apbs a resolucdo da topologia, caracteres morfoldgicos foram analisados, comparados e
discutidos de acordo com os novos relacionamentos entre os grupos de Theraphosinae, 0s
géneros de aranhas com quilhas retrolateral e subapical e as espécies de Vitalius. Para o
levantamento destes caracteres, nos baseamos em Pérez-Miles et al. (1996), Bertani (2000) e

Bertani (2001).

3. Resultados
O cladograma resultante da anélise de verossimilhanga pode ser observado na figura 1.
Analisando a posicao evolutiva das subfamilias de Theraphosidae, os géneros de Theraphosinae
surgem divididos em dois grupos bem suportados, o primeiro formado por representates dos
géneros Grammostola Simon, 1892, Homoeomma Auserrer, 1871, Tmesiphantes Simon, 1892,
Catanduba Yamamoto, Lucas & Brescovit, 2012, Plesiopelma Pocock, 1901, Cyriocosmus

Simon, 1903 e Bumba Pérez-Miles, Bonaldo & Miglio, 2014, ja o segundo agrupa representantes

106



pertencentes aos géneros Sericopelma Auserrer, 1875, Stichoplastoris Rudloff, 1997,
Aphonopelma Pocock, 1901, Cyrtopholis Simon, 1892, Acanthoscurria Ausserer, 1871,
Proshapalopus Mello-Leitdo, 1923, Eupalaestrus Pocock, 1901, Lasiodora C. L. Koch, 1850,
Pterinopelma, Vitalius e Nhandu. Neste grupo, os géneros Eupalaestrus, Vitalius, Pterinopelma

e Proshapalopus nao foram recuperados como monofiléticos.

I V. paranaensis
B V. vellutinus
I V. sorocabae

[ I Vitalius sp. nov.

||E I V. dubius
[

L[r- I V. buecherli

[ B V. lucasae

N
V. roseus
b

[I V. longisternalis
L

- W P vitiosum
«F I Nhandu

H‘-{ B V. wackeri

. B Vitalius sp.
B 'E. spinosissimus' o
W 7. felipeleitei
I P. sazimai
t

B Lasiodora
g I Proshapalopus
L

.
I V. nondescriptus
Eupalaestrus

Valor de suporte < 90%
P. amazonicus
. Acanthoscurria

. B C portoricae
W A henizi

W Stichoplastoris sp

W Sericopelma sp
r

I

Grammostola

B Homoeomina sp.

W Tmesiph

p-
W H. montanum

. Caianduba
W Plesiopelma sp.
W Cyriocosmits sp.

L W Bumba sp.

W D. diamantinensis

W C petropolium

Figura 1. Cladograma resultante da analise de méxima verossimilhanga com géneros Theraphosinae usando
UCEs.
Cenarios evolutivos de Theraphosinae

Observando a nossa topologia, foi possivel identificar caracteres que vem sendo
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utilizados como sinapomorfias morfolégicas em diferentes filogenias de Theraphosinae
(PEREZ-MILES et al., 1996; BERTANI, 2001; PERAFAN et al., 2016; GALLETI-LIMA &
GUADANUCCI, 2018, FABIANO-DA-SILVA et al., 2020). Dentre os grupos, € possivel
observar os dois clados compostos por géneros que possuem cerdas urticantes tipos Il e IV
(Bumba, Cyriocosmus, Plesiopelma, Catanduba, Homoeomma, Tmesiphantes e Grammostola)
e 0s que possuem cerdas urticantes tipo | e Il (Sericopelma, Aphonopelma, Stichoplatoris,
Cyrtopholis, Acanthoscurria, Eupalaestrus, Proshapalopus, Lasiodora, Pterinopelma, Nhandu
e Vitalius).

Em relacdo aos tipos de quilhas nos bulbos copuladores masculinos é possivel notar que
as quilhas prolaterais superior e inferior (PS e PI) surgem na base de Theraphosinae, sendo
compartilhada por todos os géneros (perdida em algumas espécies do género Cyriocosmus) e que
a quilha apical (A) surge na base do grupo formado pelos géneros com cerdas urticantes tipo | e
I11. O grupo formado pelos géneros Eupalaestrus, Proshapalopus, Lasiodora, Pterinopelma e
Vitalius surgiu agrupado e todos os representantes compartilham em sua morfologia a presenca
de uma quilha subapical (SA) (modificada em Eupalaestrus e perdida em P. felipeleitei e E.

spinosissimus, ver discussao no tépico 4 deste capitulo) e quilha retrolateral (R) (Figura 2).
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Figura 2. Topologia resultante da analise de maxima verossimilhanca com destaque para a
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linhagem de Theraphosinae dos géneros que apresentam quilhas retrolateral e subapical. Bulbo
representando a face retrolateral. SA — Quilha Subapical; R — Quilha Retrolateral. Setas
vermelhas indicam a reversdo do carater quilha SA em E. spinosissimus e P. felipeleitei.

Vitalius e as relacbes dos géneros com quilha retrolateral e subapical

As especies do género Eupalaestrus (exceto E. spinosissimus Mello-Leitdo, 1923, que
foi recuperado distantes das outras) surgiram como grupo irméo da espécie Proshapalopus
amazonicus Bertani, 2001, enquanto as outras espécies de Proshapalopus foram recuperadas
relacionadas entre si.

V. nondescriptus (Mello-Leitdo, 1926), que aqui foi incluido pela primeira vez em uma
analise filogenética, aparece distante das outras espécies do género Vitalius.

O género Lasiodora e a espécie P. sazimai foram recuperados como grupo-irmaos. As
outras espécies de Pterinopelma, também ndo surgiram agrupadas entre si, com P. felipeleitei
constituindo um clado Unico e P.vitiosum (Keyserling, 1891), relacionada ao género Nhandu e o
restante das espécies de Vitalius.

Neste grupo, a espécie V. wacketi (Mello-Leitdo, 1923) surge posicionada como grupo
irmao a Nhandu, P. vitiosum e as demais espécies de Vitalius (exceto V. nondescriptus). Por
outro lado, o género Nhandu, recuperado monofilético, surge como grupo irmdo de (P. vitiosum
(V. longisternalis Bertani, 2001 + V. roseus (Mello-Leitdo, 1923)) e outro grupo constituido pelas
espécies V. lucasae Bertani, 2001 irma de V. buecherli Bertani 2001 + V. dubius, Vitalius sp.
nov., V. paranaensis Bertani, 2001, V. vellutinus (Mello-Leitdo, 1923) e V. sorocabae. A espécie
V. paranaensis surgiu relacionada a Unico exemplar, a principio, da espécie V. vellutinus e
finalmente, V. sorocabae sendo recuperado como espécie-irma de V. paranaensis + V. vellutinus.

4. Discusséo

A evolucgao de caracteres morfologicos

A filogenia apresentada neste estudo possibilitou um entendimento dos relacionamentos
evolutivos mais bem definidos de alguns géneros de Theraphosinae, comparada a filogenias

baseadas em caracteres morfologicos (PEREZ-MILES et al. 1996; BERTANI, 2001; BERTANI
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etal 2011; GALLETI-LIMA & GUADANUCCI, 2018; PERAFAN & VALENCIA-CUELLAR,
2018). De acordo com a hipdtese morfologica de Pérez-Miles et al. (1996), a subfamilia
Theraphosinae pode ser dividida em dois grandes grupos, um com cerdas urticantes tipo 1 e lll e
0 outro com cerdas urticantes tipo 11 e IV. Neste trabalho abrimos discusséo sobre a monofilia
destes grupos, apesar de ndo serem totalmente amostrados. Vale notar que um dos caracteres
morfoldgicos sinapomorficos de Vitalius (auséncia de cerda urticante tipo 111 nas fémeas) surgiu
homoplastico (P. amazonicus, P. felipeleitei, E. spinosissimus, P. vitiosum e Vitalius ssp.).

As quilhas do bulbo masculino vem ganhando atencdo desde 2000, quando Bertani
codificou estes caracteres em uma matriz morfolégica formada por alguns géneros da subfamilia.
Segundo Bertani (2000), as quilha PS e Pl aparecem na base de Theraphosinae (sendo perdidas
em alguns géneros). O autor destaca também o surgimento da quilha apical nos géneros com
cerdas urticantes tipo | e 1ll. Em seu trabalho de revisdo do género Vitalius, Bertani (2001)
sugeriu como sinapomorfia do clado formado pelos géneros Eupalaestrus, Lasiodora,
Proshapalopus, Nhandu e Vitalius, a presenca de quilha retrolateral e um émbulo com apice
ligeiramente achatado na lateral, com face retrolateral levemente cdncava abaixo e acima da
quilha retrolateral. Além disso, o autor aponta que Lasiodora, Proshapalopus, Nhandu e Vitalius
sdo relacionados pela presenca de uma quilha subapical e machos com metatarso | que toca o
ramo retrolateral da apofise tibial quando flexionado (exceto para algumas espécies de Vitalius).
Aqui corroboramos esta hipdtese morfoldgica, porém com o0s géneros Eupalaestrus,
Proshapalopus, Pterinopelma e Vitalius ndo recuperados como monofiléticos.

O nao-monofiletismo de Eupalaestrus, Proshapalopus e Pterinopelma.

Em 2011, Bertani e colaboradores revalidaram o género Pterinopelma e incluiram duas
espécies na matriz morfoldgica proposta em 2001. Este género surgiu posicionado junto aos
individuos com quilha subapical. Entretanto, em 2018, Galleti-Lima & Guadanucci recuperaram
P. sazimai distante das outras espécies do género. Aqui, P. sazimai surgiu como grupo-irméao de
Lasiodora. Estes taxons apresentam semelhangas morfoldgicas na forma da apdfise tibial, forma

do bulbo copulador, quilha subapical fortemente pronunciada, flexdo do metatarso | sobre o ramo

111



retrolateral da apofise tibial e comportamento agressivo (observacdo pessoal) (figuras 3-4).
Apesar de compartilharem estes mesmos caracteres morfologicos, P. sazimai ndo possui cerdas
estridulatdrias nas coxas, carater sinapomorfico para Lasiodora (Pérez-Miles et al. 1996; Bertani,
2001; Bertani et al., 2011; Galleti-Lima & Guadanucci, 2018; Perafan & Valencia-Cuellar,
2018), que inclusive apresenta uma variedade Unica desta cerda, de acordo com Galleti-Lima &

Guadanucci, 2018 e Galleti-Lima & Guadanucci, 2019.

Figura 3. Pterinopelma sazimai. A. fémea em vida (Foto: W. Moeller). B. Espermateca da fémea.
C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apdéfise tibial esquerdo e
flexdo do metatarso | sobre a apéfise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura

D = 2 milimetros.
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Figura 4. Lasiodora sp. A. Fémea em vida. B. Espermateca da fémea. C. Faces prolateral e
retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apdfise tibial esquerdo e flexdo do metatarso |
sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura D = 2 milimetros.
O fato de Eupalaestrus ser recuperado como grupo irmdo de P. amazonicus, é
corroborado pela morfologia destes tdxons, que apresentam fémeas com tibia da perna 1V
engrossada (figuras 5-6). Entretanto, esse relacionamento gera questionamento sobre o
monofiletismo do grupo de quilha subapical. Uma das sinapomorfias de Eupalaestrus é a
presenca de quilha subapical denticulada (figura 5, C), que ¢ morfologicamente distinta das
demais quilhas subapicais compartilhadas pelos outros géneros. Bertani (2000; 2001) ja discutia
sobre a quilha denticulada de Eupalaestrus ser homéloga a quilha subapical de Lasiodora,
Proshapalopus, Nhandu e Vitalius, o que nos leva a assumir este mesmo pensamento. Ja P.
amazonicus, que outrora pertencia ao género Eupalaestrus (LUCAS et al., 1993), apresenta
caracteres muito diferentes das outras espécies de Proshapalopus (figuras 7-8). Dentre as

diferencas pode-se destacar a forma do bulbo com uma protuberancia na regido ventral (que a
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diferencia de P. anomalus), flexdo do metatarso | tocando o apice do ramo retrolateral (que a
diferencia de P. multicuspidatus) e tibia IV engrossada, compartilhando com estas outras
espécies do género apenas a presenca de quilha acessoria. Além disso, P. amazonicus sempre
surgiu posicionado como espécie-irma de P. multicuspidatus + P. anomalus em outras filogenias
morfoldgicas (BERTANI, 2001; GALLETI-LIMA & GUADANUCCI, 2018; PERAFAN &

VALENCIA-CUELLAR, 2018).

Figura 5. Eupalaestrus campestratus. A. Fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca
da fémea. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apdfise tibial
esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras Be C = 1

milimetro; figuras D = 2 milimetros. Seta preta indicando tibia IV engrossada.
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Figura 6. Proshapalopus amazonicus. A. Fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca
da fémea. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apdfise tibial

esquerdo. Escalas = 1 milimetro. Fotos C e D retiradas de Bertani (2001). Seta preta indicando

tibia IV engrossada.
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Figura 7. Proshapalopus anomalus. A. Fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca da

fémea. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino de P. anomalus. D.
Apdfise tibial esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras

B e C = 1 milimetro; figura D = 2 milimetros.
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Figura 8. Proshapalopus multicuspidatus. A. Fémea em vida (Foto: W. Moeller). B. Apdfise
tibial esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apdéfise tibial esquerdo. C. Faces prolateral do
bulbo copulador masculino. D. Faces retrolateral do bulbo copulador masculino. E. Cerda
urticante tipo | da fémea (retirado de Bertani, 2001). F. Espermateca da fémea (retirado de
Bertani, 2001). Escalas: figura B = 2 milimetros; figura D- E = 1 milimetro.

A espécie E. spinossimius (Figura 9), recuperada aqui distante da espécie-tipo do género,
E. campestratus, é conhecida apenas pela presenca de uma fémea descrita (BERTANI, 2001).

Bertani (2001) alocou esta espécie neste género pelo fato de as fémeas possuirem tibia e
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metatarso engrossados. Entretanto, ela nunca havia sido codificada em uma matriz filogenética
até o momento. Em sua dissertacdo de mestrado ndo publicada, que visou a revisdo do género
Eupalaestrus, Borges (2019) propde a criacdo de um novo género, baseado na descricdo
adicional de um macho de E. spinosissimus. Em suas hipoteses filogenéticas, Borges (2019)

recupera o novo género relacionado a Lasiodora e as espécies P. vitiosum e P. felipeleitei.

Figura 9. Eupalaestrus spinosissimus. A. Fémea em vida (Foto: J.P.L. Guadanucci). B.
Espermateca da fémea (Foto: L.M. Borges). C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador
masculino (Foto: L.M. Borges). D. Apofise tibial esquerdo (Foto: L.M. Borges). Escalas: figuras
B e C =1 milimetro; figura D = 2 milimetros. figuras B-D retiradas de Borges (2019).

Os posicionamentos de E. spinosissimus, bem como P. felipeleitei (Figura 10) e uma
fémea identificada como Vitalius (VITA 0033) surgiram relacionadas. Acreditamos que E.
spinosissimus tenha de fato alguma relacdo com P. felipeleitei devido as espécies apresentarem
bulbo copulador masculino com quilhas reduzidas e um émbulo encurtado (figuras 9-C e 10-C).

Além disso, as fémeas destes trés taxons se assemelham por ndo possuirem cerdas urticantes tipo
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Figura 10. Pterinopelma felipeleitei. A. Fémea em vida (Foto: P.H. Martins). B. Espermateca da
fémea. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apofise tibial
esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apdfise tibial esquerdo. Escalas: figuras Be C = 1
milimetro; figura D = 2 milimetros.

P. vitiosum e os géneros Vitalius e Nhandu

A especie V. nondescriptus, nunca havia sido incluida em um estudo filogenético até
entdo (BERTANI, 2001; BERTANI et al., 2011; BERTANI et al., 2012; GALLETI-LIMA &
GUADANUCCI, 2018). Neste trabalho, além de esclarecermos o relacionamento com as demais
espécies, apontamos o posicionamento mais proximo a base do clado das caranguejeiras com
quilhas SA e R. Sua morfologia apresenta diferencas Unicas que corroboram o clado como
diferente das demais espécies de Vitalius. A presenca de quilha subapical mais curta, ramos da
apofise tibial mais delgados, ramo retrolateral da ap&fise tibial quase que reto, fémeas com cerdas
urticantes tipo I morfologicamente diferentes e tufos de cerdas marrons no metatarso da perna

IV sdo utilizadas como um carater diagnostico para o taxon (figura 11).
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Figura 11. Vitalius nondescriptus. A. Macho em vida (Foto: W. Moeller). B. Apofise tibial
esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apoéfise tibial esquerdo. C. Faces prolateral do bulbo
copulador masculino. D. Faces retrolaetral do bulbo copulador masculino. E. Cerda urticante
tipo | da fémea (retirado de Bertani et al., 2012). F. Espermateca da fémea Escalas. figuras B =
2 milimetros; figura C - F = 1 milimetro. Setas pretas indicando tufos de cerdas marrons no
metatarso 1V.

V. wacketi (figura 12), taxon que surgiu como grupo-irmao do grupo constituido pelo

restante das espécies de Vitalius, P. vitiosum e Nhandu, apresenta morfologia dos 6rgéos sexuais
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masculinos altamente diferenciada (ap&fise tibial com ramos engrossados, bulbo copulador com
émbulo comprido e quilhas fortemente pronunciadas) e que parece nao ser compartilhada com
0s outros taxons. Outro fato que traz atencdo para o grupo € a distribuicéo restrita apenas a Serra

do Mar.

Figura 12. Vitalius wacketi. A. fémea em vida (Foto: R.P. Indicatti). B. Espermateca da fémea.
C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apofise tibial esquerdo e
flexdo do metatarso | sobre a apéfise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura
D = 2 milimetros.

O monofiletismo de Nhandu é corroborado aqui, uma vez que clado apresentou um alto
valor de suporte, além de possuir espécies com morfologia diferente dos outros grupos, como
presenca de longas cerdas na borda da carapaca, forma do bulbo copulador mais robusta, émbulo
do bulbo mais curto, quilhas do bulbo fortemente pronunciadas e presenca de cerdas urticantes

tipo 111 nas fémeas (figura 13).
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Figura 13. Nhandu carapoensis. A. fémea em vida (Foto: W. Moeller). B. Espermateca da fémea.
C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Tibia esquerda (auséncia de
apofise tibial). Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; Figura D = 2 milimetros.

A topologia resultou no monofiletismo de P. vitiosum irma de V. longisternalis + V.
roseus. Morfologicamente, estas espécies compartilham os seguintes caracteres morfoldgicos
(Figuras 14-16): apofise tibial posicionado na face retrolateral da tibia, metatarso | tocando
lateralmente o ramo prolateral da apéfise tibial, forma do émbulo mais longa e fina (exceto em
V. roseus). Além disso observamos varia¢des populacionais de V. roseus com esterno mais longo
do que largo, tornando esses individuos morfologicamente semelhantes a espécie V.

longisternalis (ver resultados e discusséo sobre morfometria geométrica do Capitulo I).
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Figura 14. Pterinopelma vitiosum. A. Fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca da
fémea. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Tibia esquerda e

flexdo do metatarso | sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figuras

D = 2 milimetros.
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Figura 15. Vitalius longisternalis. A. Fémea em vida (Foto: R.P. Indicatti). B. Espermateca da
fémea. C. Esterno (vista ventral). D. Tibia esquerda e flexdo do metatarso | sobre a ap&fise tibial
esquerdo. E. Face prolateral do bulbo copulador masculino. F. Face retrolateral do bulbo

copulador masculino. Escalas: figuras B, F e G = 1 milimetro; figuras C e D = 2 milimetros.
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Figura 16. Vitalius roseus. A. Fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca da fémea. C.
Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Tibia esquerda e flexdo do
metatarso | sobre a apdfise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura D = 2
milimetros.

As espécies V. buecherli e V. dubius surgem aqui como irmas, corroborando a hipétese
cladistica baseada em caracteres morfoldgicos proposta por Bertani (2001). Bertani (2001)
discute que a morfologia altamente semelhante do bulbo copulador destas espécies é a
sinapomorfia que une os dois taxons (figuras 17-18). Ja V. lucasae (figura 19), compartilha
tamanhos corporais e coloracdo semelhantes com V. buecherli, além de ambas possuirem uma

apofise masculina posicionada em uma regido mais centralizada na tibia.
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Figura 17. Vitalius buecherli. A. fémea em vida (Foto: R.P. Indicatti). B. Espermateca da fémea.
C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apofise tibial esquerdo e

flexdo do metatarso | sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura

D = 2 milimetros.
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Figura 18. Vitalius dubius. A. fémea em vida (Foto: W. Moeller). B. Espermateca da fémea. C.
Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apofise tibial esquerdo e flexdo
do metatarso | sobre a apofise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura D =

2 milimetros.
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Figura 19. Vitalius lucasae. A. fémea em vida (Foto: L.M. Borges). B. Espermateca da fémea
(retirado de Bertani, 2001). C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D.
Apofise tibial esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apdfise tibial esquerdo. Escalas: figuras
B e C = 1 milimetro; figura D = 2 milimetros.

Os espécimes masculinos VITA 0021 e VITA 0022 registrados para os municipios de
Guamiranga e Candido de Abreu, no estado do Parana, foram previamente identificados como
V. paranaensis (baseados na morfologia semelhante dos caracteres sexuais € na ACP do capitulo
[11) se relacionaram com uma fémea de Vitalius (VITA 0040) do municipio de Pitanga. A
morfologia deste espécime nos chamou a ateng@o por ndo se assemelhar com outras espécies de
Vitalius do Parana, gerando dificuldade em sua identificacdo, fato que também ocorreu com a
fémea (VITA 0029), com registro para 0 municipio de Trés Passos, no estado do Rio Grande do
Sul. A figura 20 apresenta o espéecime VITA 0040 em vida e sua espermateca (figura 20, A-B),

além dos caracteres sexuais masculinos de VITA 0021.
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Figura 20. Vitalius sp. nov. A. Fémea VITA 0040 em vida (Foto: W. Moeller). B. Espermateca
VITA 0040. C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino de VITA 0021. D.
Apofise tibial esquerdo e flexdo do metatarso | sobre a apéfise tibial esquerdo de VITA 0021.
Escalas: figuras C-E = 1 milimetro; figura E = 2 milimetros.

O outro grupo formado por espécimes de V. paranaensis (trés com registro para o Parque
Nacional de Foz do Iguacu e uma para Maring4, no Parand aparece em nossas analises
relacionado com um espécime juvenil de V. vellutinus. Esse posicionamento pode ser explicado
por dois fatores: a falta de caracteres diagnosticos bem definidos para as fémeas de V. vellutinus
e a problematica diagnose biogeogréafica para a diferenciacdo entre estas espécies. Bertani (2001)
prop0s que as fémeas destes dois tdxons se diferenciam apenas pela ocorréncia geografica, com
V. paranaensis se restringindo ao estado do Parana e provincia de Misiones, na Argentina,
enquanto V. vellutinus se distribui pelo oeste do estado de Sdo Paulo. No capitulo Il deste
trabalho, apresentamos um estudo morfogeométrico das pernas, cefalotérax, espermatecas e

bulbos copuladores masculinos, possibilitando a diferenciacdo morfoldgica entre elas. Além

129



disso, realizamos uma modelagem de distribuicao de espécies (MDE), onde apontamos areas de
adequabilidade em S&o Paulo para a ocorréncia de V. paranaensis e areas de adequabilidade para
a ocorréncia de V. vellutinus no Parana. O Unico espécime de V. vellutinus apresentado nesta
topologia (VITA 0042), que trata-se de um individuo juvenil e imaturo, foi coletado durante
nossa expedicao cientifica para o Parque Estadual do Morro do Diabo, situado no municipio de
Teodoro Sampaio, no estado de S&o Paulo. Para confirmar de qual espécie este individuo se trata,
de fato, serd necessario uma delimitacdo molecular. Caso consideremos a identificacdo errada e
a analise de delimitacdo molecular confirme este individuo (VITA 0042) como da espécie V.
paranaensis, a diagnose proposta por Bertani (2001) para a diferenciacdo entre as V. vellutinus
e V. paranaensis se torna incorreta. Além disso, o posicionamento de V. vellutinus se torna
incerto, uma vez que nao teriamos incluido a espécie em nossa topologia. Ainda destacamos que
em nossas analises foi possivel observar trés variacdes morfoldgicas entre os individuos do
Parque Nacional de Foz do Iguacu: um morfétipo marrom, um morfétipo preto e um morfétipo
com esterno mais longo do que largo. A figura 21 indicam as variacbes morfoldgicas de V.
paranaensis e a figura 22 B-C indica a fémea e macho de V. vellutinus em vida, enquanto a figura

22-C indica o juvenil VITA 0042 apresentado nesta topologia.
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Figura 21. Vitalius paranaensis. A. Fémea morfdtipo marrom em vida (Foto: W. Moeller). B.
Fémea morfétipo preto em vida (Foto: W. Moeller). C. Fémea do morfotipo com esterno
modificado em vida (Foto: R.P. Indicatti). D. Tibia esquerda dos trés morfotipos e flexdo do
metatarso | sobre a apdfise tibial esquerdo. E. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador
masculino dos trés morfétipos. F. Espermateca da fémea dos trés morfotipos. Escalas: figuras G-

H = 1 milimetro; figura E = 2 milimetros.
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Figura 22. Vitalius vellutinus. A. Fémea em vida. B. Macho em vida. C. Juvenil (VITA 0042)
em vida. Fotos A-C: R.P. Indicatti.
Relacionado a este grupo esta a espécie-tipo do género, V. sorocabae. Aqui as duas
espécies podem ser caracterizadas por apresentarem metatarso da perna | reto, bulbo copulador
com um émbulo mais curto que as demais espécies, pernas mais engrossadas, quilha subapical

menos pronunciada e apofise tibial mais engrossadas (figura 23).

v/

Figura 23. Vitalius sorocabae. A. fémea em vida (Foto: R.P. Indicatti). B. Espermateca da fémea.
C. Faces prolateral e retrolateral do bulbo copulador masculino. D. Apofise tibial esquerdo e

flexdo do metatarso | sobre a apdfise tibial esquerdo. Escalas: figuras B e C = 1 milimetro; figura
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D = 2 milimetros.
5. Conclusdo

Pela primeira vez um estudo filogendmico utilizando UCEs € realizado com aranhas no
Brasil. As técnicas filogenémicas aqui propostas apresentaram maiores beneficios em termos de
tempo e producdo de dados, o que pode motivar novas pesquisas sobre o tema.

Com nossos resultados possibilitamos a elaboracdo de uma nova filogenia para um grupo
de aranhas altamente homoplastico, possibilitando o entendimento das relacdes de algumas
espécies que geravam davidas e que eram incertos.

Este trabalho forneceu uma visdo geral sobre a evolucdo de caracteres morfoldgicos
importantes para a taxonomia de Theraphosinae, além de possibilitar futuros estudos acerca dos
processos de diversificacdo e consequentemente a criacdo de novas hipéteses biogeograficas e
de especiacao.

Propomos alocar V. nondescriptus, P. sazimai e V. wacketi em novos géneros. Para estas
espécies serdo realizadas analises moleculares utilizando DNA barcoding para investigacdo de
espécies cripticas, uma vez que apresentam variagdes morfologicas populacionais.

Propomos aqui as transferéncias de P. amazonocius para o género Eupalaestrus, além de
V. longisternalis e V. roseus para o género Pterinopelma, ja que surgiram monofiléticos com a
espécie-tipo P. vitiosum. Desta forma, Vitalius se mantém valido, englobando as espécies V.
lucasae, V. buecherli, V. dubius, Vitalius sp. nov., V. paranaensis e V. sorocabae.

O posicionamento de V. vellutinus ainda se mantém incerto, devendo ser incluidas mais
amostras em analises futuras.
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ANEXO |

Lista de material utilizado na analise filogenética.

YEATES, D. K.; ZWICK, A.; MIKHEYEV, A. S. Museums are biobanks: unlocking the

ZHANG, Y. M.; WILLIAMS, J. L.; LUCKY, A. Understanding UCEs: a comprehensive

Cddigo topologia Voucher N° Sexo Género Espécie Municipio UF Pais
APH_0645 Idaho 1 Aphonopelma hentzi EUA
AUMS_10968 Idaho 2 Stichoplastoris Sp. CR
APH_3004 Idaho 3 Sericopelma Sp. PN
APH_3056 Idaho 8 Cyrtopholis portoricae
CATU_0001 Bocaina_2019 The 4 F Catumiri petropolium Paraty RJ BR
DOLI_0001 SE2018 The 20 M Dolicothele diamantinensis Diamantina MG BR
CYRI_0001 VG-T 37 F Cyriocosmus Sp. AP BR
BUMB_0001 VG-T 10 M Bumba Sp. S&o Desidério BA BR
TMES_0001 VG-T 4 F Tmesiphantes sp Iraguara BA BR
GRAM_0001 SC_2019 The 18 M Grammostola actaeon Urubici SC BR
GRAM_0002 LAB 19 M Grammostola actaeon Pinhdo PR BR
GRAM_0003 Bocaina_2019 _The 1 Grammostola actaeon S&o José do Barreiro SP BR
GRAM_0004 SC 2019 The 2 Grammostola iheringi Blumenau sC BR
GRAM_0005 VG-T 3 F Grammostola iheringi Rancho Queimado sC BR
GRAM_0008 VG-T 11 F Grammostola sp Cacapava do Sul RS BR
GRAM_0006 SC_2019 _The 8 M Grammostola iheringi 3 Barras SC BR
GRAM_0009 VGT 105 F Grammostola sp Praia Grande SC BR
GRAM_0007 SC_2019_The 6 F Grammostola iheringi Guabiruba SC BR
HOMO_0001 Itatiaia_2019_The 1 F Homoeomma montanum Resende RJ BR
HOMO_0002 RS2018_The 1 M Homoeomma sp Cambara do Sul RS BR
PLES_0001 VG-T 17 F Plesiopelma insulare Guararema SP BR
CATA_0001 VG-T 27 M Catanduba peruacu S&o Desidério BA BR
CATA_0002 VG-T 31 M Catanduba simonii Hidrolina GO BR
ACAN_0001 VG-T 95.1 M Achanthoscurria gomesiana Rio Claro SP BR
ACAN_0043 PEMD_2020_The 10 juv Achanthoscurria sp. Teodoro Sampaio SP BR
EUPA_0001 LMB 005 F Eupalaestrus campestratus Bonito MS BR
EUPA_0002 LMB 017 F Eupalaestrus campestratus Caracol MS BR
EUPA_0003 LMB 400 M Eupalaestrus Sp. Rosério do Sul RS BR
EUPA_0004 VG-T 60.1 F Eupalaestrus' spinosissimus Itatiaia RJ BR
EUPA_0041 LMB 028 F Eupalaestrus sp. Caracol MS BR
LASI_0001 VG-T 82 M Lasiodora sp.1 Chapada Galcha MG BR
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LASI_0002 LAB 24 M Lasiodora sp.2 Curitiba PR BR
NHAN_0001 LMB 011 juv Nhandu carapoensis Caracol MS BR
NHAN_0002 LMB 469 F Nhandu carapoensis Aguidauana MS BR
NHAN_0003 VG-T 62.10 juv Nhandu sp.n Pedra Preta MS BR
PROS_0001 Pard_2020_The 2 F Proshapalopus amazonicus Aveiro Pard BR
PROS_0002 Parg 2020_The 2B M Proshapalopus amazonicus Aveiro Para BR
PROS_0003 VG-T 91 M Proshapalopus anomalus Itatiaia RJ BR
PROS_0004 LMB 195 M Proshapalopus multicuspidatus Sdo Miguel dos Campos AL BR
PROS_0005 SE2018 The 19 juv Proshapalopus Sp. Diamantina MG BR
PTER_0002 AGL 01 F Pterinopelma felipeleitei Diamantina MG BR
PTER_0004 SE2018 The 2 M Pterinopelma sazimai Santana do Riacho MG BR
PTER_0005 SE2018 The 3 F Pterinopelma sazimai Santana do Riacho MG BR
PTER_0006 LAB 4 F Pterinopelma sazimai Diamantina MG BR
PTER_0007 LAB 7 F Pterinopelma sazimai Séo Goncalo do Rio das Pedras MG BR
PTER_0009 LMB 041 juv Pterinopelma vitiosum Caxias do Sul RS BR
VITA_0002 LAB 69 F Vitalius buecherli Curitiba PR BR
VITA_0039 LMB 152 F Vitalius buecherli Campina Grande PR BR
VITA_0004 PETAR_2019 The 2 juv Vitalius buecherli Iporanga SP BR
VITA_0001 VG-T 92 M Vitalius dubius Biritiba Mirim SP BR
VITA_0005 LAB 8 M Vitalius dubius Rio Claro SP BR
VITA_0007 LAB 185 M Vitalius dubius Jundiai SP BR
VITA_0008 LAB 178 M Vitalius dubius S&o Paulo SP BR
VITA_0009 SC_2019 _The 1 F Vitalius longisternalis Urubici SC BR
VITA_0011 LAB 20 F Vitalius longisternalis Pitanga PR BR
VITA_0013 LAB 35 M Vitalius longisternalis Guarapuava PR BR
VITA 0014 PR_2020_The 4 F Vitalius longisternalis Fernandes Pinheiro PR BR
VITA_0015 LAB 38 M Vitalius lucasae Campina Grande do Sul PR BR
VITA_0016 LMB 074 F Vitalius lucasae Curitiba PR BR
VITA_0017 SE2018_The 9 juv Vitalius nondescriptus Santana do Riacho MG BR
VITA 0018 SE2018 The 13 F Vitalius nondescriptus Diamantina MG BR
VITA_0019 SE2018 The 14 F Vitalius nondescriptus Diamantina MG BR
VITA_0020 SE2018_The 15 F Vitalius nondescriptus Diamantina MG BR
VITA_0010 PNIguacu_2018_The 5 M Vitalius paranaensis "esterno modificado” Foz do Iguacu PR BR
VITA 0021 LAB 36 M Vitalius paranaensis Guamiranga PR BR
VITA_0022 LAB 37 M Vitalius paranaensis Candido de Abreu PR BR
VITA_0024 PNIguagu_2018 The 1 M Vitalius parananesis “preto” Foz do Iguagu PR BR
VITA_0025 PNIguacu_2018_The 6 F Vitalius parananesis "marrom" Foz do Iguacu PR BR
VITA 0023 LAB 40 M Vitalius paranaensis Maringa PR BR
VITA_0026 LMB 073 M Vitalius roseus Rosério do Sul RS BR
VITA_0027 LMB 043 F Vitalius roseus Jaguari RS BR
VITA_0028 LMB 330 M Vitalius roseus Santa Maria RS BR
VITA_0030 LMB 075 M Vitalius roseus Cerro Largo RS BR
VITA_0032 LMB 138 M Vitalius roseus Nova Palma RS BR
VITA 0034 LMB 150 M Vitalius roseus Derrubadas RS BR
VITA_0035 LMB 433 F Vitalius roseus Sao Martinho da Serra RS BR
VITA_0036 LAB 30 M Vitalius sorocabae Séo Paulo SP BR
VITA 0037 FNI_2019 The 1 juv Vitalius sorocabae Iperd SP BR
VITA_0038 FNCB_2019 The 1 F Vitalius sorocabae Capdo Bonito SP BR
VITA_0042 PEMD_2020_The 14 juv Vitalius vellutinus Teodoro Sampaio SP BR
VITA_0044 PR_2018 The 1 F Vitalius wacketi Matinhos PR BR
VITA 0045 LAB 186 M Vitalius wacketi Bertioga SP BR
VITA 0029 LMB 053 F Vitalius sp. Trés Passos RS BR
VITA 0033 LMB 148 F Vitalius sp. Paraiso do Sul RS BR
VITA_0040 PR_2020_The 8 F Vitalius Sp. Pitanga PR BR
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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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