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RESUMO

A subfamilia Neopasiphaeinae (Colletidae) compreende aproximadamente 420 espécies de
abelhas distribuidas nas RegiBes Australiana e Neotropical. Os Neopasiphaeinae apresentam uma
ampla variacdo morfoldgica que pode ser descrita, por exemplo, a partir do tamanho e da forma
das asas. Este trabalho contribui para o estudo da sistematica das abelhas Neopasiphaeinae
investigando as relagdes filogenéticas entre seus géneros utilizando dados extraidos da morfologia
de asas. SAo empregadas e contrastadas abordagens comparativas distintas para estudos da forma:
morfometria classica e geométrica, analises cladisticas de caracteres morfolégicos discretos e de
caracteres continuos. A amostragem taxonémica para este estudo consistiu de 28 espécies
terminais representantes de 16 géneros neotropicais de Neopasiphaeinae. Imagens das asas foram
geradas para utilizacdo tanto para analises de morfometria classica quanto de morfometria
geométrica. Foram realizadas nove medicGes nas asas anteriores para a analise de morfometria
classica. Para a analise de morfometria geométrica, foram definidos os marcos anatémicos
selecionados para cada uma das asas. Os procedimentos de morfometria geométrica foram
conduzidos com os pacotes analiticos TPS e morphoJ. Foram realizadas as analises estatisticas
dos dados de morfometria classica e geométrica. Os procedimentos estatisticos adotados para
analises de morfometria classica incluiram analises de componentes principais (PCA's), além de
analises de regressdo e de relative warps para cada configuracdo de modo a complementar as
PCAs. Os procedimentos analiticos relacionados a morfometria geométrica incluiram PCAs e
reconstrucao de estados ancestrais para as formas das asas anteriores, aléem de avaliacdo do sinal
filogenético presente nas variacdes de forma. Dezoito caracteres discretos foram levantados a
partir das asas de Neopasiphaeinae e, a partir disso, construiu-se uma matriz submetida a uma
analise filogenética. Analisados isoladamente, esses dados ndo apresentam sinal filogenético
suficientemente claro para resolucdo das relacbes de parentesco entre as linhagens de
Neopasiphaeinae, mostrando que a plasticidade desse tipo de informacdo pode levar a uma
saturacdo e perda do sinal filogenético. A aplicacdo de uma combinagdo de métodos distintos ao
mesmo conjunto de dados permitiu compreender melhor as diferencas entre as abordagens
selecionadas para estudos da forma e permitiu a formulacdo de hipdteses sobre mudancas
evolutivas responsaveis pela existéncia das diferencas morfologicas entre asas das abelhas

Neopasiphaeinae.

Palavras-chave: 1.Neopasiphaeinae. 2. Sistematica filogenética 3.Morfometria geométrica. 4.
Morfometria classica. 5. Colletidae



ABSTRACT

The subfamily Neopasiphaeinae (Colletidae) comprises about 420 species of bees
geographically distributed in the Australian and Neotropical Regions. The
Neopasiphaeinae present a considerable variation in morphology, which can be seen, for
example, in the size and shape of the wings. This paper contributes to the systematics of
the Neopasiphaeinae bees investigating the phylogenetic relationships among the genera
using data extracted from wing morphology. Different approaches to comparative studies
of the form are employed and contrasted: classical and geometric morphometry, and
cladistic analyses of morphological discrete and continuous characters. The taxonomic
sampling for this study consists of 28 specimens of 16 terminal species of Neotropical
neopasiphaeines. Images of wings were used for both analyses, classical morphometry
and geometric morphometrics. Nine measurements were chosen on the forewing for the
analysis of classical morphometry. For the geometric morphometry analysis, selected
landmarks were defined for of the anterior and posterior wings. The geometric
morphometry procedures were performed using the analytical packages TPS and
morphoJ. Statistical analyses of data from classical and geometric morphometry were
applied. Statistical procedures used for analysis of classical morphometry included
principal components analysis (PCAs) and regression analyses, as well as relative warps
for each configuration to complement the PCAs. Analytical procedures related to
geometric morphometry included PCAs and reconstruction of ancestral states for the
shapes of the forewings, and evaluation of the phylogenetic signal present in shape
variation. Eighteen discrete characters were proposed for the Neopasiphaeinae wings,
resulting in a data matrix submitted to a phylogenetic analysis. This data alone does not
show phylogenetic signal enough to properly resolve the phylogenetic relationships
among clades of Neopasiphaeinae. The plasticity of such information leads to saturation
and loss of phylogenetic signal. The analysis of a combination of data sets allowed a
better understanding of the differences between the topologies obtained with different
sources of data and methods and allows the formulation of hypotheses on evolutionary
changes responsible for the differences in the wing morphologicy of the Neopasiphaeinae

bees.

Keywords: 1.Neopasiphaeinae. 2. Phylogenetic Systematics. 3. Geometric Morphometry.
4. Classical Morphometry. 5. Colletidae.
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1. INTRODUCAO

Os Neopasiphaeinae (sensu Almeida et al., 2012) correspondem a uma das
subfamilias de abelhas Colletidae, compreendendo aproximadamente 420 espécies,
distribuidas nas Regides Australiana e Neotropical (Michener, 2007; Almeida, 2008).
Esse grupo inclui abelhas com morfologia claramente relacionada a especializa¢do para a
coleta de pdlen (Michener, 2007), o que torna o tdxon muito interessante do ponto de

vista ecoldgico-evolutivo, em especial por sua associacdo com a flora amfindtica.

Morfologicamente, as abelhas Neopasiphaeinae possuem aparéncia andreniforme e
séo caracterizadas por apresentarem uma placa pigidial e fimbrias pigidiais e prepigidiais.
A maioria das fémeas possui placa basitibial, também presentes em alguns machos. O
esterno metassomal VIl do macho apresenta um disco com apddemas e geralmente dois
ou quatro lébulos apicolaterais, frequentemente muito reduzidos. A superficie posterior
do premento € lisa, convexa e, as vezes, com uma fissura longitudinal (Michener, 2007).
N&o hd um estudo morfolégico comparativo utilizando analises filogenéticas que tenha,
até o presente, apontado sinapomorfias inequivocas para Neopasiphaeinae. Por outro
lado, estudos apoiados em dados moleculares (Almeida & Danforth, 2009; Almeida et al.,

2012) tém mostrado haver um sinal filogenético claro indicando a monofilia do grupo.

Os Neopasiphaeinae sdo incluidos na familia Colletidae, representada por um clado
de cerca de 2500 espécies. Apesar de possuirem distribuicdo cosmopolita, os Colletidae
apresentam um padrdo distinto de endemismo e diversidade nos continentes do sul, que
pode ser remontada a eventos vicariantes relacionados a histéria de Gondwana (Almeida
et al., 2012). H& uma grande diversidade de formas entre as abelhas Colletidae: alguns
grupos, como Euryglossinae sdo pequenas, esbeltas e relativamente glabras e outros,
como Diphaglossinae, sdo grandes, robustas e peludas (Michener, 2007; Almeida &
Danforth, 2009). Dados morfolégicos (Hefetz et al., 1979; McGinley, 1980; Espelie et
al., 1992; revisado por Almeida, 2008) e moleculares (Brady & Danforth, 2004; Danforth
et al., 2006a,b) indicam a monofilia de Colletidae. A Figura 1 apresenta um sumario das

relacdes de parentesco entre as subfamilias de Colletidae.
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Figura 1 Relaces filogenéticaslem Colletidae e a familia Stenotritidae (adaptado de Almeida et al., 2012).
Os Neopasiphaeinae apresentam uma ampla variagdo morfolégica, que pode ser
descrita, por exemplo, a partir do tamanho e da forma das asas. Abordagens da
morfometria classica e da morfometria geométrica permitem analisar se essas mudancas

contém informacdo filogenética, contribuindo, assim, na avaliagdo das relacGes

filogenéticas nessa subfamilia.

Os métodos morfométricos sdo utilizados para descrever e analisar estatisticamente
variagfes de forma e tamanho de determinadas estruturas ou organismos (Rohlf &
Marcus, 1993). A morfometria tradicional (i.e., "morfometria classica™) aplica métodos
estatisticos multivariados para a analise de medidas de distancias (como comprimentos e
larguras das estruturas e as distancias entre certos pontos anatémicos) e angulos. Suas
aplicacBes foram interessantes no estudo da alometria (mudanca na forma em funcéo do
tamanho) e na correcdo de tamanhos, pois permite o estudo das diferencas entre as formas
em organismos, ajustados para um tamanho comum. Os resultados geralmente sdo
expressos numeérica e graficamente em combinacdes lineares das variaveis medidas
(Rohlf & Marcus, 1993).

No final dos anos 1980 e inicio de 1990, avancos tedricos e computacionais mudaram
a maneira de quantificar as estruturas e analisar os dados obtidos, enfatizando métodos
que consideram a geometria da estrutura estudada e preserva esta informacdo ao longo
das analises (Adams et al., 2004). Esta ultima abordagem é chamada de morfometria
geométrica. Os dados séo utilizados na descricdo da geometria da estrutura de interesse,
ou seja, a forma bidimensional (2D) ou tridimensional (3D) de coordenadas de pontos
anatdmicos morfolégicos (Rohlf & Marcus, 1993). Os marcos anatdmicos® sdo pontos
simples usados para localizar e descrever as diferencas nas formas da estrutura de
interesse (Rohlf, 2002). A énfase é dada aos marcos anatdbmicos homdlogos, permitindo

uma interpretacdo biologica mais completa e realista dos resultados (Rohlf & Marcus,

1 O termo "marco anatémico" é utilizado aqui como uma tradugao do termo inglés "landmark".
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1993). Nos métodos morfométricos, utiliza-se o conceito de homologia operacional,
correspondéncia das posi¢des dos marcos anatdomicos entre as formas (Sneath & Sokal,
1973 apud Smith, 1990), referindo-se a definicdo de caracteres cujos estados s&o

comparaveis ao que se tem em um estudo de sistemética convencional (Smith, 1990).

Com os avangos da morfometria geomeétrica, surgiu um interesse na utilizacdo desse
metodo para se resolver problemas de sistematica. Com isso, iniciou-se um debate sobre a
legitimidade do uso da ferramenta morfométrica na obtencdo de dados para uma
reconstrucdo filogenética (Roth & Mercer, 2000). A Sisteméatica Filogenética,
formalizada por Hennig (1966), busca classificar 0s grupos baseados no
compartilhamento de uma histéria evolutiva comum, ou seja, apresentam caracteristicas
Unicas, sinapomorfias, que ndo estavam presentes nos ancestrais. Os dados filogenéticos
sdo obtidos através de analises morfoldgicas, moleculares, comportamento etc., mas ha
uma dificuldade histérica em relacdo a incorporagdo de dados quantitativos, como 0s

morfometricos, em estudos estritamente filogenéticos.

A morfometria permite quantificar as informacdes que sdo comparaveis sobre 0s
estados de estruturas homologas e pode descrever trajetdrias de transformagdes taxicas no
morfoespaco (Smith, 1990). Isso fornece dados que podem ser utilizados como caracteres
para analises cladisticas ou para descrever as tendéncias evolutivas em analises
filogenéticas (Smith, 1990). Para Rohlf (2002), os métodos morfométricos podem ser
utilizados de duas formas: como uma ferramenta para procurar caracteres convencionais
que podem ser usados, juntamente com outras informacgdes; ou para se inferir hipoteses
filogenéticas. A morfometria poderia ser aplicada também para a obtencdo de dados das
varidveis de forma que serdo utilizados diretamente em um método de inferéncia
filogenética (Rohlf, 2002). O método de “thin plate splines” (TPS) utilizado para analise
de deformacBes parciais € uma funcdo morfométrica capaz de determinar caracteres
potencialmente adequados para analises cladisticas. Com este método, a mudanca da
forma ¢é semelhante a uma deformacdo que €é decomposta em componentes

geometricamente independentes (Zelditch et al., 1995).

Os métodos de analises filogenéticas tradicionais de dados morfologicos utilizam
principalmente caracteres discretos. Avancos tedricos recentes permitiram incorporar
dados quantitativos, incluindo os morfométricos, diretamente em estudos cladisticos
(Goloboff et al., 2006; Catalano et al., 2010; Goloboff & Catalano, 2011; Catalano &

Goloboff, 2012). Nesses casos, os caracteres utilizados ndo necessitam ser discretizados a

14



priori, pois intervalos de medidas séo analisados filogeneticamente com o emprego da
otimizacdo de Farris (1970). Os dados obtidos ap6s a proposi¢do de marcos anatdmicos
homologos sdo analisados segundo um critério de minimizacdo de custos justificavel no
contexto da parcimonia (Goloboff et al., 2006; Catalano & Goloboff, 2012).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho é avaliar a qualidade do sinal filogenético presente nos

dados morfométricos de asas das abelhas Neopasiphaeinae.

2.2. Objetivos especificos

- Inferir as relacdes filogenéticas entre os géneros de Neopasiphaeinae utilizando
diferentes fontes de caracteres morfoldgicos das asas desses organismos: caracteres de
morfologia tradicional (discretos), com diferentes tipos de pesagem, caracteres de
morfometria classica (continuos) e caracteres de morfometria geométrica (configuracéao

de marcos anatémicos);

- Utilizar andlises estatisticas para avaliar de maneira descritiva os niveis de variabilidade
inter- e intra-especifica (Somers, 1986; Damus & Otis, 1997), permitindo a deteccdo de
individuos fora do padrdo, ou outras anomalias nos dados que possam comprometer as

analises;

- Utilizar analises de morfometria classica para correcdo de tamanho, permitindo o estudo

das diferencas entre as formas em organismos, ajustados para um tamanho comum;

- Utilizar analises de morfometria geométrica para reconstrucdo de estados ancestrais;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem taxonémica e captura de imagens
Foram selecionadas 28 espécies de Neopasiphaeinae representantes de 27 géneros,

das quais dezesseis sdo representantes de géneros neotropicais da subfamilia e sete sdo
géneros australianos de Neopasiphaeinae, além de Callomelitta, Paracolletes e trés
representantes de Diphaglossinae. Todo o material estudado esta depositado na "Cole¢do
Camargo" (RPSP) do Departamento de Biologia da FFCLRP-USP. A Tabela 3 (Anexo
1) detalha quais foram as espécies representantes de Colletidae utilizadas para este estudo
e os dados relativos aos espécimes amostrados. Destas, 21 espécies tiveram suas asas
anterior e posterior de um espécime de cada montadas em laminas de vidro. Sete especies
foram selecionadas por possuirem multiplos individuos e servirem, pois, como amostras
para as analises estatisticas. Foram selecionados exclusivamente espécimes fémeas,de

modo a padronizar as comparacdes realizadas.

As laminas e as asas anteriores e posteriores das abelhas da colecdo foram
fotografadas com a camera multifuncional para microscopia MEM 1300, 1.3 megapixels,
acoplada ao estereomicroscopio Wild M5A em um aumento de 12x. A captura de
imagens foi realizada com o software Future WinJoe™ v.1.0.7.81. Os espécimes foram
posicionados de forma que as asas anterior e posterior encontrassem-se em um Unico
plano para a realizacdo da captura de imagem. Nos casos em que isso nao foi possivel, os
espécimes foram amolecidos em uma camara Umida e as asas foram reposicionadas. As
imagens obtidas foram empregadas tanto para analises de morfometria classica quanto de
morfometria geométrica, além de garantirem o registro das fontes de informacdo para

conferéncia futura, se necessario.

3.2. Obtencao de caracteres de morfometria classica
Para a analise de morfometria classica, mediram-se as asas anteriores com o

auxilio do programa Adobe Illustrator® CS5 v.15. Foram realizadas nove medicdes: (1)
comprimento maximo da asa, (2) largura maxima da asa, (3) soma dos comprimentos das
células submarginais (primeira, segunda e terceira célula submarginal, quando esta Gltima
esta representada), (4, 5 e 6) diagonais e largura da célula medial, (7, 8) comprimento e

largura da célula marginal e (9) distancia entre o apice da célula marginal e o &pice da asa
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(Figura 2). Essas medidas foram convertidas em milimetros e analisadas estatisticamente
pelo programa Statistica® v. 10.0 (STATSOFT, 2001).

Foram realizadas Analises de Componentes Principais (PCA's) das variaveis obtidas
nas medigdes, para identificagdo de “outliers”, ou seja, individuos fora do padrdo da
espécie que foram avaliados e corrigidos, quando necessario. Individuos que se
encontraram fora do padrdo da espécie, podem ter sido provocados possivelmente por
erros de medicdo, artefatos ocorridos no processo de preparacdo das laminas ou, até
mesmo, na forma como as abelhas morrem (e.g., com as asas dobradas ou sobrepostas).
Essas analises foram realizadas por meio do programa Statistica®. Devido a interferéncia
do tamanho dos individuos nas analises de morfometria classica, foram utilizados os
valores residuais da relacdo entre o primeiro componente da PCA e cada uma das
variaveis como caracteres continuos para as analises filogenéticas (Somers, 1986; Damus
& Otis, 1997; Garcia & Sarmiento, 2011).

Figura 2 MedigBes realizadas na asa anterior de uma fémea de Chilicolletes
delahozii: A. largura maxima da asa; B. comprimento méximo da asa; C.
distancia do &pice da célula marginal ao 4pice da asa; D. soma do comprimento
das células submarginais; H. comprimento diagonal da célula medial; I.
comprimento diagonal da célula medial; J. largura da célula medial; L.
comprimento da célula marginal; M. largura da célula marginal.
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3.3. Obtencéo de caracteres de morfometria geométrica
Os procedimentos para anélise de morfometria geometrica, digitalizacdo de marcos

anatémicos, superimposicdo usando o método de minimos quadrados generalizado
(Procrustes) e analise de deformacdo, conduzidos com os pacotes analiticos tpsDig2,
tpsUtil, tpsRelw e tpsRegr (Rohlf, 2010a,b, 2011, 2012). Para a analise de morfometria
geométrica, foram definidos primeiramente quais seriam 0s marcos e 0s pseudomarcos
anatémicos utilizados em cada uma das asas, de acordo com 0s seguintes cinco critérios:
(i) devem ser homdlogos topograficamente e sem mudancas significativas de posicao, (ii)
devem ser relacionados a outros marcos anatomicos, (iii) devem proporcionar uma
cobertura adequada da morfologia, preferencialmente em um cruzamento de trés
estruturas, (iv) podem ser encontrados repetidamente e de forma confiavel e (v) devem
descrever a forma da estrutura em um unico plano (Zelditch et al., 2004). Os pontos que
ndo seguem inteiramente esses critérios podem, em alguns casos, ser utilizados, mas

devem ser tradados como pseudomarcos anatdomicos.

Seguindo esses critérios, foram selecionados sete marcos anatbmicos e trés
pseudomarcos anatémicos para definir o contorno da asa anterior: (1) pre-estigma, (2)
estigma e (3) célula marginal; dez marcos anatbmicos para definir a forma das células
internas da asa anterior (células submarginais, primeira e segunda medial) e seis marcos
anatdmicos e quatro pseudomarcos anatémicos para a asa posterior (Figura 3A,B,C). Os
pseudomarcos anatdmicos foram tratados como marcos anatémicos neste estudo, pois
analises preliminares demonstraram que o tratamento como pseudomarcos nao
demonstrou diferencas importantes. Os marcos e pseudomarcos anatdmicos foram

digitalizados através do programa tpsDig v.2.16.

Os marcos anatdmicos da asa anterior foram agrupados em duas configuracfes, uma
que define o contorno da asa e as formas do pré-estigma, estigma e da célula marginal; e
outra que descreve a forma das células submarginais, primeira e segunda mediais. Assim
as chances de encontrar uma informacéo filogeneticamente relevante para essas analises
sdo aumentadas, pois permite-se que essas duas porcdes das formas independentemente
nas analises quantitativas. Além disso, foram realizadas as analises de dados continuos
com o software TNT, cada configuracao foi tratada como um carater distinto, aumentando
a extracao de informagdo filogenética da asa anterior. Aumenta-se o0 nimero de caracteres
que serdo analisados filogeneticamente e evita-se o erro de estimativa estatistica causado

pela diferenca de tamanho da amostra (nUmero de espécies) e pardmetros estimados
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(coordenadas dos marcos anatdmicos de cada configuracdo). No total, foram utilizados os
seguintes trés caracteres nas analises com o TNT: configuracdo do contorno da asa
anterior, configuracdo interna da asa anterior e configuracdo da asa posterior.

Figura 3 (A) Marcos e pseudomarcos anatdbmicos estabelecidos para (A) o contorno asa anterior;
(B) as células internas da asa anterior e (C) a asa posterior. Espécies: Chilicolletes delahozii
(esquerda); Niltonia virgilii (direita).

As analises de Procrustes, de minimos quadrados generalizados (Rohlf, 1990), foram
realizadas com o software tpsRelw v.1 [para as analises de morfometria geométrica, 0s
calculos do ajuste de Procrustes foram realizados também com o software morphoJ
(Klingenberg, 2011)]. As variaveis obtidas foram as seguintes: alinhamento de espécimes,
ou seja, as coordenadas x-y de cada marco anatdmico, com os efeitos da localizacéo,
escala e rotacdo corrigidos; matriz de relative warps, descricdo dos eixos ortogonais de
maior variagdo da forma a partir das deformacdes parciais, e o0 arquivo das coordenadas

do consenso para cada espécie.

Individuos fora do padréo e erros de digitalizacdo dos marcos anatdmicos (outliers)
foram avaliados com a andlise grafica da matriz de relative warps obtida na analise de

Procrustes para o total de 86 individuos para cada configuragdo: contorno da asa anterior,
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interior da asa anterior e asa posterior. Essa andlise grafica foi feita utilizando o
Statistica®.

A partir de uma anélise Procrustes para o conjunto dos consensos das 28 espécies,
obtiveram-se o alinhamento de espécies (configuracdo a ser utilizada como carater nas
analises filogenéticas de dados quantitativos), a matriz de relative warps e o arquivo das
coordenadas do consenso geral.

Adicionalmente, foi conduzida a analise das deformacbes, que descreve
qualitativamente as diferencas entre duas formas através de grades de deformacéo
(Figura 4), baseando-se no uso dos parametros das Funcdes de Flexdo de Placas Finas
("Thin-plate Splines"—Bookstein, 1989).

Os dados da morfometria geométrica foram avaliados em comparagdes realizadas
com hipdteses filogenéticas prévias (particularmente a hipotese apresentada por Almeida
et al., 2012), obtidas com base em um conjunto de dados moleculares e, portanto, gerados
de modo independente. Para isso, foram realizados os procedimentos detalhados por
Klingenberg & Gidaszewski [2010 (veja também Klingenberg & Marugan-Lobdn,
2013)], aplicados para se avaliar qualitativamente o sinal filogenético presente nos dados
da morfometria geometrica. Os dados morfométricos foram importados no software
morphoJ (Klingenberg, 2011), assim como a hipétese filogenética para as 28 espécies
sendo consideradas, com comprimentos de ramos proporcionais aos tempos de
divergéncia entre elas e os clados por elas formados. Foram calculadas as formas
ancestrais das estruturas utilizando-se uma otimizacdo de dados ideal para dados
quantitativos (Maddison, 1991).
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Figura 4 Grades de deformacdo de um espécime de Callomelitta antipodes. (A) Contorno
da asa anterior; (B) interno da asa anterior; (C) asa posterior.

Os dados morfomeétricos também foram empregados para calculos de matrizes de
covariancias, necessarios para as analises de componentes principais (PCA's) para cada
uma das trés matrizes (i.e., contorno da asa anterior, por¢do interna da asa anterior, asa
posterior). As PCA's resultantes, foi sobreposta a hipdtese filogenética (Almeida et al.,
2012), como descrito anteriormente. Para investigar se dos dados morfométricos contém
sinal filogenético, foi utilizado uma abordagem de permutacdo (Klingenberg &
Gidaszewski, 2010). Este teste simula a hipotese nula de que nao ha sinal filogenético nos
dados alterando a posicdo das formas (pontos morfomeétricos no espaco da PCA) em

relacdo aos terminais da arvore. Foram realizadas 10.000 permutacdes com o morphol.

Para que a reconstrucdo das formas ancestrais fosse realizada com o maximo de
realismo, foi confeccionado um desenho de linhas (outline) da espécie Niltonia virgilii
com o software imageJ (Rasband, 1997-2014) ao qual se ligavam 0s marcos anatdmicos
da asa. Esse outline pode ser usado para visualizacdo das formas de todas as demais 27
espécies, assim como de espécies ancestrais hipotéticas que foram reconstruidas, pois a
disposicao relativa dos marcos anatbmicos em cada caso levou a deformacéo das linhas

de modo a se obter um esquema fidedigno da asa em questéo.
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3.4. Analises filogenéticas

Caracteres discretos foram levantados a partir das asas anteriores e posteriores da
amostragem. A partir desse levantamento, construiu-se uma matriz, utilizada para uma
analise filogenética. As analises cladisticas de caracteres discretos, continuos e marcos
anatémicos foram realizadas com auxilio do programa TNT 1.1 (Goloboff et al., 2008),
que permite usar caracteres continuos com valores entre 0 e 65 com até trés casas
decimais, analisando-os sem discretizacdo. Os dados residuais incluem valores abaixo de
zero, portanto todos os valores foram transformados adicionando-se o nimero “+1”, a fim
de possibilitar seu uso na analise. Essa transformacdo ndo afetou a comparacao ja que 0s

dados mantiveram a mesma estrutura.

As seguintes trés matrizes foram analisadas a fim de avaliar a congruéncia e a

qualidade dos caracteres:
1) matriz de dados morfoldgicos tradicionais: caracteres discretos;

2) matriz de dados de morfometria classica: se consideram como caracteres
continuos os residuais da regressao entre o F1 da PCA e cada variavel continua,

corrigindo assim a interferéncia do tamanho;

3) matriz de dados de morfometria geométrica: cada configuracdo de marcos

anatdbmicos constitui um carater;

As variaveis de dados morfométricos foram lidas como caracteres continuos e
analisadas no TNT 1.1 usando a analise sem discretizacdo padrdo. Esta analise utiliza o
método de Wiens (2001) para entrada das matrizes de dados continuos, e o algoritmo de
otimizacdo para caracteres aditivos de Farris (1970; modificado por Golobof [1993]) para
a avaliacdo de caracteres. Para a busca de arvores mais parcimoniosas, utilizou-se a busca
setorial ("Sectorial Search™) e a deriva de arvores (“tree-drifting™). A busca setorial se
baseia na escolha de uma parte da arvore, a qual foi submetida a uma analise tradicional e
permutada na arvore inteira. A andlise tradicional consiste do calculo de arvores de
Wagner seguida de permutagdo de ramos (RAS+TBR “random addition sequence” + tree
bisection reconnection). A deriva de arvores ("tree-drifting”™) busca arvores mais
parcimoniosas e arvores “‘sub-0timas”, comparando o comprimento resultante de cada
uma delas (Goloboff, 2008). Os parametros utilizados na analise foram: "Init. addsegs =
5, Find min. length 100 times". Os indices de consisténcia, indice de retencdo e o suporte

dos clados foram calculados. O valor de suporte dos ramos foi calculado usando
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“symmetric re-sampling”(1000 replicas, probabilidade 33) seguindo as recomendacdes de
Goloboff (2008) para a analise de dados continuos usando TNT.

A andlise cladistica utilizando os dados de morfometria geométrica utiliza as
coordenadas de forma obtidas na analise de minimos quadrados generalizados. O script
"Landsch.run" foi utilizado para analisar os dados morfométricos individualmente
(Catalano et al., 2010; Goloboff & Catalano, 2010).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados das analises estatisticas para avaliar de maneira descritiva os niveis de
variabilidade inter- e intra-especifica e a detec¢do de individuos fora do padréo.

Foram realizadas nove medidas na asa anterior dos espécimes, conforme a Tabela 1.
Essas medidas foram analisadas estatisticamente pelo programa Statistica® 10.0.,

posteriormente.

Uma exploracdo descritiva dos dados de morfometria classica usando PCA mostrou
que o primeiro fator descreve 85,73% da variacdo total dos individuos, o que pode ser
atribuido as diferencas de escala entre as espécies. Ao avaliar os dois primeiros fatores
dessas anélises € possivel observar que os individuos de uma mesma espécie se agrupam
em conjuntos de pontos proximos entre si (Figura 5), ou seja, ndo ha individuos fora do

padrédo da espécie.

A analise de regressao entre o F1 da PCA e cada uma das variaveis mostrou uma
relacdo significativa—por exemplo, 98,27% da variavel dependente “comprimento da

asa” pode ser explicada pelo F1 (veja Tabela 1).
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Tabela 1 Média das medic¢Ges (mm) da asa anterior dos espécimes de Colletidae e valores P e R? da analise
de regressdo. (préxima pagina)

Espécie Comp. Larg. Comp. Diagonal Diagonal Larg. Comp. Larg. Dist. F1 PCA
asa Asa Submarg. Medial 1 Medial 2 Medial Marginal Marginal Marg./
apice
da asa
Anthoglossa sp 10,4816 3,6827 3,3456 1,1615 2,8045 1,0198 2,9462 0,6941 2,0680 -2,13463
Brachyglossula communis 11,8697 3,9660 3,6544 1,3456 3,4278 1,1898 3,3711 0,6516 2,2096 -3,89777
Callomelitta antipodes 7,6771 2,9745 2,5496 1,0765 2,2946 0,7649 1,9263 0,5524 1,2465 1,72049
Cephalocolletes isabelae 9,3484 3,3569 2,9178 1,0340 2,5496 1,1190 2,3088 0,5807 1,8130 -0,26120
Chilicolletes delahozii 7,0538 2,5212 2,3938 0,8782 1,9263 0,7932 2,0255 0,4533 1,3031 2,89598
Diphaglossa gayi 10,5807 3,6827 4,1076 1,3739 3,8385 1,4448 3,1303 0,5382 1,9263 -3,60447
Edwyniana sp 9,3802 2,9688 2,9150 1,0963 2,5864 0,9547 2,3428 0,5439 1,8244 0,07246
Eulonchopria punctatissima 8,9887 3,1912 2,4901 1,0326 2,5241 0,5935 2,2394 0,6091 1,7975 0,69391
Eulonchopria simplicicrus 9,4334 3,1445 2,7195 1,2606 2,5212 0,6799 2,2663 0,5666 1,8839 0,05446
Euryglossidia sp. 7,0397 2,6204 2,3796 1,0340 1,9830 0,7082 1,7564 0,4958 1,4306 2,59999
Gl olletes bilobatus 5,2833 1,9150 1,7408 0,7309 1,4235 0,5397 1,3045 0,2904 1,0425 5,93607
Halictanthrena 7,2946 2,5779 2,2096 1,0623 1,9547 0,6374 2,0680 0,5949 1,3173 2,30968
malpighiacearum
Hexantheda missionica 8,0967 2,8010 2,5868 0,8817 2,2982 0,8870 2,1547 0,4603 1,4943 1,83843
Hoplocolletes ventralis 9,7309 3,4278 3,1799 1,3173 2,8470 0,9136 2,6629 0,7082 1,8414 -1,60402
Kylopasiphae pruinosa 6,4164 2,4646 2,0963 0,8499 1,6147 0,6799 1,9122 0,4391 1,2606 3,72598
Lamprocolletes chalybeatus 10,3211 3,4876 3,4813 1,3173 2,9068 1,0151 2,5527 0,5823 1,9547 -1,72421
Lonchopria (Biglossidia) robertsi 8,2705 2,9079 2,6331 0,9093 2,2365 0,9901 2,3017 0,4788 1,3720 1,54000
Lonchopria (Lonchopria) zonalis 10,2691 3,4419 3,4703 0,9632 2,8470 1,2833 3,0312 0,5949 1,6006 -1,40013
Mydrosoma fallax 9,0652 3,5411 3,3569 1,3031 2,8329 1,0765 2,4363 0,3966 1,9263 -0,81701
Neopasiphae mirabilis 7,0397 2,4520 2,3749 0,8577 2,0475 0,6484 2,0082 0,4171 1,3440 3,14503
Niltonia virgilii 9,9008 3,5127 3,4419 1,2040 2,8329 1,1898 2,5354 0,5666 1,8555 -1,44423
Paracolletes crassipes 11,2890 4,1076 3,8527 1,2748 3,3994 1,5014 2,8754 0,6516 2,2096 -3,82583
Perditomorpha leaena 7,1530 2,6629 2,3229 0,8924 1,8839 0,6941 2,0822 0,4674 1,4023 2,78405
Ptiloglossa tarsata 14,2210 4,9292 4,0368 1,3173 3,5269 1,8272 3,3286 0,6374 3,2578 -6,54377
Reedapis semicyanea 10,2550 3,6261 3,6119 1,1331 2,9320 1,3456 3,1870 0,5807 1,7989 -2,21746
Spinolapis caerulescens 9,1926 3,1586 3,0807 1,0907 2,6275 1,0623 2,5708 0,4958 1,8130 -0,23644
Tetraglossula anthracina 8,4915 3,1728 2,6133 1,0623 2,1388 0,8215 2,2805 0,5878 1,7422 0,74706
Trichocolletes sp 8,5836 3,4703 3,2011 1,1615 2,5921 0,9490 2,4363 0,5737 1,6501 -0,35242
Valor P regressdo 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Valor R? regressdo 0,9827 0,9651 0,9793 0,8909 0,9609 0,9329 0,9257 0,7865 0,9565
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Figura 5. Gréafico de Anélise de Componentes Principais (PCA) das medidas das asas dos espécimes
estudados de Colletidae.

4.2. Resultados das relacgdes filogenéticas

4.2.1. Relacgoes filogenéticas entre os géneros de Neopasiphaeinae utilizando
caracteres de morfologia tradicional (discretos)

Foi realizado um levantamento e posterior codificacdo de 18 caracteres discretos da
morfologia das asas anterior e posterior (Anexo 2). A matriz gerada a partir desses
caracteres foi analisada com o programa TNT para uma andlise inicial das relacdes
filogenéticas de Neopasiphaeinae (Figura 6). Os resultados se mostraram muito pouco
informativos filogeneticamente, pois ndo houve a recuperacdo da maioria dos clados e,
nos casos em que se observa alguma resolucdo, as relacdes filogenéticas sdo bastante
discordantes daquelas previamente encontradas para os Colletidae (Figura 8) (e.g.,

Almeida &Danforth, 2009; Almeida et al., 2012 e cita¢des nestes estudos).
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— Mydrosoma fallax

Chilicolletes delahozii

Neopasiphae mirabilis

Eulonchopria simplicicrus

L Reedapis semicyahea

Cephalocolletes isabelae

——— Niltonia virgilii

Brachyglossula communis

Hexantheda missionica

Anthoglossa sp.

Trichocolletes sp.

Lonchopnia (Lonchopria) zonalis

Lonchopria (Biglossidia) robertsi

Paracolletes crassipes

Diphaglossa gayi

L— Fdwyniana sp.

Lamprocolletes chalybeatus

Eulonchopria punctatissima
Perditomorpha leaena
Tetraglossula anthracina

_{: Halictanthrena malpighiacearum
Glossurocolletes bilobatus

Euryglossidia sp.

Spinolapis caerulescens
Haoplocolletes ventralis
Callomelitta antipodes

_|: Kylopasiphae pruinosa
Ptiloglossa tarsata

Figura 6 Relaces filogenéticas em Neopasiphaeinae (Colletidae) e linhagens proximamente relacionadas. Este

cladograma representa o consenso estrito de 790 arvores igualmente parcimoniosas (nimero de passos = 98).

4.2.2. Andlises cladisticas dos caracteres discretos com pesagem implicita e pesagem
igual

A matriz construida partir dos caracteres discretos foi analisada com o programa
TNT a fim de se obter hipoOteses para as relagdes filogenéticas de Neopasiphaeinae e
compreender o nivel de sinal filogenético presente nesses dados. Foram realizadas busca
heuristica tradicional com andlise de pesos iguais (Figura 7) assim como de pesagem
implicita (Goloboff, 1993) dos caracteres. A pesagem implicita foi utilizada a fim de
avaliar o comportamento dos caracteres quando agqueles menos congruentes em relacédo
aos demais sdo subvalorizados. Para tanto diferentes niveis de pesagem relativa entre os
caracteres foram aplicados, com valores da constante de concavidade, K, variando entre 1
e 6 (Figura 9).

Para as analises com valores de k=1 (Figura 9A), k=2 (Figura 9B), k=3 (Figura
9C), k=4 (Figura 9D) e k=5 (Figura 9E), foram obtidas seis arvores igualmente
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parcimoniosas, totalmente congruentes entre si. Para a analise com valor de k=6 (Figura

9F), foram obtidas trés arvores igualmente parcimoniosas.

Diphaglossa gayi

|——— Ptiloglossa tarsata
Paracolletes crassipes

—: Mydrosoma fallax

Chilicolletes delahozii

Kylopasiphae pruinosa

Neopasiphae mirabilis

Eulonchopna simplicicrus

Glossurocolletes bilobatus

Euryglossidia sp.

Reedapis semicyanea

Cephalocolletes isabelae

Spinolapis caerulescens

Niltonia virgilii

Hoplocolletes ventralis

Brachyglossula communis

Tetraglossula anthracina
Anthoglossa sp.

Trichocolletes sp.

Lonchopria zonalis

Lonchopria robertsi

Edwyniana sp
Lamprocolletes chalybeatus

Eulonchopna punctatissima
Halictanthrena malpighiacearum
_: Callomelitta antipodes
Perditomorpha leaena
_: Hexantheda missionica
Figura 7 Resultado da anélise filogenética dos dados discretos revisados de 28 espécies de Colletidae

utilizando procedimentos cladisticos e pesagem igual de caracteres (consenso estrito obtido a partir de 454
arvores igualmente parcimoniosas L=158 Ci=18 Ri=19).
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Figura 8 Anélise filogenética com dados moleculares, proposto por Almeida & Danforth, 2009; Almeida et
al., 2012 e referéncias nesses estudos.

Os resultados obtidos aplicando-se a pesagem diferencial de caracteres claramente
mostraram maior resolucdo filogenética, com delimitagdo de grupos monofiléticos de
espécies com todos os valores de concavidade (Figura 9). Isso ndo pode ser dito sobre a
analise de pesagem igual (Figura 7). Mesmo com o aumento da resolugdo com pesagem,
é bastante claro que as relacdes filogenéticas entre as 28 espécies de Colletidae estudadas
diferem significativamente em termos de agrupamentos das relacdes de parentesco
propostas para 0 grupo com base em outras fontes de dados (Almeida & Danforth, 2009;
Almeida et al., 2012 e referéncias nesses estudos) (Figura 8). Ha explicacGes possiveis
diferentes para esse resultado. E possivel que os dados provenientes das asas ndo possuam
sinal filogenético suficiente, no sentido de que se trata de uma por¢do muito limitada do
fendtipo. Alternativamente, é possivel que as divergéncias sejam explicadas por diferenca

de sinal filogenético em funcdo de pressdes evolutivas nao facilmente determinaveis.
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Figura 9 Resultados de analises cladisticas com pesagem implicita dos caracteres discretos para 28 espécies
de Colletidae utilizando procedimentos cladisticos com valores de K de 01 a 06, consensos estritos

resultantes apresentados em A—F, respectivamente.
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4.2.3. Relac0es filogenéticas entre os géneros de Neopasiphaeinae utilizando
caracteres de morfometria classica (continuos).

Os residuais dessa relagdo forma utilizados como caracteres continuos na analise
filogenética (Figura 10) ja que neles a interferéncia do tamanho foi corrigida. A Tabela 2
mostra 0s residuais para cada espécie. Embora o resultado tenha maior resolucdo
filogenética do que os dados discretos, ainda diferem significativamente do resultado de
estudos prévios (Almeida & Danforth, 2009 e Almeida et al., 2012).

Anthoglossa sp

Neopasiphae mirabilis

Trichocolletes sp

Eulonchopria punctatissima

Perditomorpha leaena

Tetraglossula anthracina
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Reedapis semicyanea

Mydrosoma fallax
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Spinolapis caerulescens
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Halictanthrena malpighiacearum
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Ptiloglossa tarsata
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Lonchopria robertsi

Callomelitta antipodes
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Hexantheda missionica
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Eulonchopria simplicicrus

Figura 10 Relacdes filogenéticas em Neopasiphaeinae (Colletidae) e linhagens proximamente relacionadas,
a partir de caracteres continuos. Ci: 0,349 ; Ri: 0,543.
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Tabela 2 Valores residuais das variaveis obtidas para a analise de morfometria geométrica, de cada espécie

de Colletidae utilizada neste estudo (N=no de espécimes); medidas em mm.

Espécie N Comp. Larg. Comp. Diagonal Diagonal Larg. Comp. Larg. Dist. Marg
Asa asa Submarg. Medial 1 Medial 2 Medial  Marginal Marginal ao apice da
Anthoglossa sp 1 -0,2236 -0,0370 0,1524 -0,0899 -0,0707 -0,1235 0,0609 0,0618 a;,31292
Brachyglossula communis 1 0,1969 0,0606 -0,1599 0,0679 0,0639 -0,0207 0,2752 -0,0688 -0,0956
Callomelitta antipodes 1 0,2744 0,2431 -0,1168 0,0457 0,0576 0,0344 -0,1885 -0,0256 -0,2377
Cephalocolletes isabelae 1 -0,0049 0,0204 -0,0397 -0,0271 0,0705 0,0799 -0,1559 0,0428 -0,0108
Chilicolletes delahozii 1 -0,0860 -0,0789 0,0224 -0,0072 -0,0340 0,0355 0,0417 0,0150 0,0438
Diphaglossa gayi 1 -0,4494 -0,1240 -0,0643 0,0045 0,3152 0,0859 0,0997 0,0228 0,0998
Edwyniana sp 5 0,2131 -0,2798 0,0623 -0,0049 -0,0106 0,0193 -0,1226 0,0336 0,0698
Eulonchopria punctatissima 10 -0,1142 0,1646 -0,0520 -0,1304 0,2792 -0,1684 -0,0529 0,0067 0,0350
Eulonchopria simplicicrus 1 0,4457 -0,0345 -0,0392 0,0835 -0,0727 -0,0622 -0,0349 -0,0563 -0,0825
Euryglossidia sp. 1 -0,1666 -0,0931 0,0363 0,0217 -0,0150 0,0564 -0,1047 0,0490 0,0786
Glossurocolletes bilobatus 10 0,0863 -0,0523 -0,0064 -0,0106 0,0226 0,0182 -0,0928 -0,0376 0,0106
Halictanthrena 1 -0,0972 -0,0989 -0,1616 0,1276 -0,0001 0,1705 0,1740 0,0492 -0,0061
malpighiacearum
Hexantheda missionica 8 0,0581 -0,0015 -0,0105 -0,0725 0,1140 -0,0249 -0,0682 -0,0097 -0,0023
Hoplocolletes ventralis 2 -0,1887 -0,0948 -0,0095 0,0477 0,0180 0,0420 0,0487 0,0751 0,0573
Kylopasiphae pruinosa 1 -0,2179 0,0308 -0,0468 0,0336 -0,0681 0,0562 0,1838 -0,0047 0,0385
Lamprocolletes chalybeatus 9 0,5089 -0,1081 0,2031 0,0165 -0,2332 -0,1237 -0,2515 -0,0242 -0,0691
Lonchopria (Biglossidia) 10 0,3566 0,0968 -0,1182 0,0387 -0,0236 0,0675 0,0179 -0,0551 -0,1852
robertsi
Lonchopria (Lonchopria) 1 0,4157 0,0117 0,0849 -0,0717 -0,1058 -0,0557 -0,0479 -0,0132 -0,1500
zonalis
Mydrosoma fallax 1 -0,0847 0,2047 -0,0073 0,0738 -0,0580 -0,0602 0,0819 -0,1179 -0,0407
Neopasiphae mirabilis 9 -0,1327 -0,0612 0,0846 -0,0968 0,0769 -0,1114 0,0158 -0,0063 0,1007
Niltonia virgilii 1 0,2251 -0,0380 0,1214 0,0037 -0,1364 -0,0127 -0,2058 0,0059 -0,0509
Paracolletes crassipes 1 -0,2125 0,0289 0,0011 -0,0393 0,1253 0,0819 -0,1785 0,0641 0,0319
Perditomorpha leaena 1 -0,1872 0,0415 0,0121 -0,0246 -0,0277 -0,0365 0,1294 -0,0070 0,0542
Ptiloglossa tarsata 1 0,0099 0,0364 -0,0858 0,0073 -0,0249 0,0952 0,0007 -0,0176 0,0849
Reedapis semicyanea 1 -0,0319 0,0129 -0,0067 0,0371 -0,1195 0,0444 0,2384 -0,0172 -0,0447
Spinolapis caerulescens 2 -0,0778 -0,1086 0,0162 0,0078 -0,0118 0,0152 0,0980 -0,0072 0,0720
Tetraglossula anthracina 2 -0,1759 0,0530 0,0003 0,0156 -0,0853 0,0073 0,0800 0,0261 0,0468
Trichocolletes sp 2 -0,3392 0,2055 0,1276 -0,0579 -0,0456 -0,1102 -0,0419 0,0163 0,0225
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4.2.4. Relag0es filogenéticas entre os géneros de Neopasiphaeinae utilizando
caracteres de morfometria geométrica (configuracao de marcos anatémicos).

Os dados da morfometria geométrica foram utilizados aplicando-se metodologias
cladisticas, para inferir as relacbes filogenéticas entre as 28 espécies de Colletidae
estudadas (Figura 11). Neste caso também, os resultados encontrados sdo bastante
discordantes das topologias obtidas em estudos utilizando outras fontes de dados (e.g.,
Almeida & Danforth, 2009; Almeida et al., 2012). Apesar da defesa do tratamento de
dados continuos e, por conseguinte, estudo de formas bi- ou tridimensionais ter sido
defendido por autores na Gltima década (Goloboff et al., 2006; Catalano et al., 2010;
Goloboff & Catalano, 2011; Catalano & Goloboff, 2012), no caso especifico desta
pesquisa o resultado filogenético inesperado néo e facilmente explicavel. Seria necessario
um estudo detalhado de contraste filogenético utilizando uma anélise de evidéncia total—
fora do escopo deste estudo—para verificar em que pontas da filogenia aparecem 0s
sinais paralelos que resultam nas topologias verificadas apenas com os dados de

morfometria geométrica.

Paracolletes crassipes

Chilicolletes delahozii
Kylopasiphae pruinosa
Eulonchopria punctatissima
Diphaglossa gayi
Lonchopria zonalis
Perditomorpha leaena
Ptiloglossa tarsata
Callomelita antipodes
Anthoglossa sp
Trichocolletes sp.
Edwiniana sp.
Glossurocolletes  bilobatus
Hexantheda missionica
Euryglosidia sp.
Reedapis semicyanea

Cephalocolletes isabelae

Brachiglossula communis
Lonchopria robertsi
Spinolapis caerulescens
Hoplocolletes ventralis
Neopasiphae mirabilis
Eulonchopria simplicicrus
Tetraglossula anthracina
Lamprocolletes chalybeatus
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Figura 11 Andlise filogenética dos dados de morfometria geométrica de 28 espécies de Colletidae
utilizando procedimentos cladisticos.
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4.3. Avaliacdo da qualidade do sinal filogenético presente nos dados de morfometria
geométrica.

A morfometria geométrica foi utilizada para determinar a forma da asa anterior e
posterior, e de suas partes (células alares e estigma). As configuracdes dos marcos
anatémicos obtidas a partir da Analise de Procrustes foi realizada com o auxilio do
programa TPS (Copyright© 2010). Cada configuracdo corresponde a um carater para as
analises filogenéticas.

As analises de morfometria geométrica com o software morphoJ permitiram a
reconstrucdo das formas ancestrais das asas com sucesso, 0 que fornece evidéncias sobre
0s caminhos evolutivos relevantes para compressao de alterac6es das morfologias alares
em Colletidae. Nota-se, por exemplo, uma similaridade morfolégica notavel entre os
Neopasiphaeinae (em sua reconstrugdo ancestral) e as formas ancestrais reconstruidas
para Colletidae (Figura 12A).

A hipotese filogenética de Almeida et al. (2012) para Colletidae foi sobreposta a
PCA resultante da andlise das covariancias dos dados de morfologia geométrica para as
28 espécies estudadas (Figura 12B). Uma andlise de permutacao indicou que os dados de
morfometria geométrica contém sinal filogenético (p<0,001), nos trés casos—contorno da
asa anterior, porcao interna da asa anterior e asa posterior. Dados morfométricos sao
comumente considerados como fontes pobres ou pouco confiaveis para avaliacdo de
relacBes filogenéticas, mas podem ser significativamente congruentes com hipoteses

filogenéticas robustas (Klingenberg & Gidaszewski, 2010).
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Figura 12 Analise dos dados de morfometria geométrica de 28 espécies de Colletidae: (a) reconstrucdo das
formas ancestrais do contorno e porgdes internas da asa anterior e da asa anterior para os clados representados
por Neopasiphaeinae, Diphaglossinae e Colletidae (hipotese filogenética obtida a partir da simplificacdo da
hipotese de Almeida et al., 2012); a direita da filogenia, sdo apresentadas representacdes das divergéncias
morfoldgicas de Glossurocolletes bilobatus, Callomelitta antipodes e Ptiloglossa tarsata em relagéo as formas
ancestrais estimadas para Colletidae. (b) Sobreposi¢do da hipétese filogenética para as 28 espécies e PCA
resultante da analise das covaridncias dos dados de morfologia geométrica de suas asas anteriores formados
pelos dois primeiros componentes principais (representando 52,6% da variacdo): a anélise de permutagdo
indicou que os dados de morfometria geométrica contém sinal filogenético (p<0,001), assim como com a PCA
dos dados da por¢éo interna da asa anterior e da asa posterior (resultados ndo mostrados).

34



4.4. Morfometria geométrica: reconstrugdo de formas ancestrais de asas e mudancas
evolutivas da morfologia

Cada configuracdo corresponde a um carater para as andlises filogenéticas. As
analises de morfometria geométrica com o software morphoJ (Klingenberg, 2011)
permitiram a reconstrugdo das formas ancestrais das asas com sucesso. Isso fornece
evidéncias sobre os caminhos evolutivos relevantes para compresséo de alteracGes das
morfologias alares em Colletidae. Notou-se, por exemplo, uma similaridade morfolégica
notavel entre os Neopasiphaeinae (em sua reconstrucéo ancestral) e as formas ancestrais
reconstruidas para Colletidae (Figura 13) e também entre linhagens distintas de
Neopasiphaeinae (Clados 1 e 2—Figura 13).

A hipotese filogenética de Almeida et al. (2012) para Colletidae foi sobreposta a
PCA resultante da andlise das covariancias dos dados de morfologia geométrica para as
28 espécies estudadas (Figura 14). Uma anélise de permutacédo indicou que os dados de
morfometria geométrica contém sinal filogenético (p<0,001) para ambas as asas. Dados
morfometricos com freqiiéncia séo considerados como fontes pobres ou pouco confiaveis
para proposicdo de hipoteses de relacdes filogenéticas, mas elas podem ser
significativamente congruentes com hipoteses filogenéticas robustas (Klingenberg &
Gidaszewski, 2010). A estratégia de conciliar o estudo da variabilidade geral das asas
(PCA) com a filogenia das espécies foi utilizada com sucesso também por Klingenberg &
Marugan-Lobon (2013) e permitiu a compreensdo qualitativa-visual do significado dos
componentes principais da PCA. Aqui também essa estratégia foi empregada para se
estimar quais eram 0s extremos de variacdo morfologica da asa anterior considerando-se
0s trés eixos mais informativos da PCA (ca. 60% da variacdo total) e representa-los em

relacdo as formas médias das asas (Figura 14).
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Figura 13 Reconstrucdo de estado (forma) ancestral da asa anterior em Colletidae, comparando-se
terminais e formas de ancestrais hipotéticos de linhagens, ou comparando-se ancestrais hipotéticos de
linhagens entre si. A reconstrugdo foi realizada pelo método de parciménia por mudangas quadraticas
(square-change parsimony—Maddison [1991]) e a hipétese filogenética empregada para as analises é uma
simplificacdo da rvore para Colletidae proposto por Almeida et al. (2012). O Clado 1 de Neopasiphaeinae
inclui representantes Neotropicais desta subfamilia; o Clado 2 inclui representantes de tdxons Neotropicais
e Australianos; e o Clado 0 é formado pela unido dos dois anteriores e 0 género Lonchopria. Nota-se um
conservantismo de forma entre a asa anterior estimada para os Clados 0, 1 e 2 de Neopasiphaeinae, assim

como entre estes e a forma ancestral inferida para Colletidae.
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Figura 14 Mapeamento de variagdo de forma das asas anteriores de abelhas Colletidae sobre o cladograma
para suas relacdes filogenéticas (Almeida et al., 2012). A filogenia é projetada sobre a tangente espacial da
forma pela reconstrucéo das formas dos nos internos por parcimonia de mudangas quadraticas e os eixos da
PCA sdo mostrados de modo a representar o maximo da variacdo morfoldgica representavel em poucas
dimensdes. A andlise de permutacdo indicou que os dados de morfometria geométrica contém sinal
filogenético (p<0,001), assim como com a PCA dos dados da porgao interna da asa anterior.

37



5. CONCLUSAO

H& um esforgo crescente  de utilizarem-se ~ ferramentas  filogenéticas
metodologicamente corretas para caracteres discretos e de morfometria geométrica. Essa
area tem um enorme potencial ndo apenas como fonte de dados adicionais para a
reconstrucédo filogenética dos grupos, mas para a compreensao detalhada de como se da a
evolucdo de caracteristicas fenotipicas.

Os resultados obtidos aqui de analise filogenética de caracteres discretos da
morfologia das asas anterior e posterior sdo uma demonstracdo elegante de que, a luz das
topologias geradas com outras fontes de caracteres,—por exemplo, Almeida & Danforth
(2009) e Almeida et al. (2012)— eles sdo pouco informativos. Ha um grande nivel de
homoplasia nesses caracteres e é possivel que eles estejam respondendo a pressdes
seletivas semelhantes em clados diferentes. Os resultados obtidos aplicando-se pesagem a
posteriori de caracteres claramente mostraram maior resolucdo filogenética. Entretanto,
mesmo com o0 aumento da resolucdo com pesagem, as relacdes filogeneticas entre as 28
espécies de Colletidae estudadas utilizando essa fonte de dados diverge
significativamente em termos de agrupamentos do que se esperava com base em estudos
anteriores do grupo.

As andlises de morfometria classica mostraram que a principal variacdo entre os
individuos se da com o tamanho das asas (comprimento), que explicam 85,73% da
variacao total observada.

As analises de morfometria geométrica, por sua vez, permitiram a reconstrucao
das formas ancestrais das asas com sucesso. Isso tem particular significado, pois
evidencia os caminhos evolutivos das alteracbes das morfologias alares em Colletidae. A
analise de permutacdo indicou que os dados de morfometria geométrica contém sinal
filogenético (p<0,001) nos casos do contorno da asa anterior, da porc¢do interna da asa
anterior e da asa posterior. As anlises filogenéticas dos dados de morfometria geométrica
isoladamente para as relacbes entre os géneros da subfamilia também mostraram
resultados altamente discordantes daqueles obtidos em estudos prévios (e.g., Almeida &
Danforth, 2009; Almeida et al., 2012).

Este trabalho mostra de modo evidente—por causa da disponibilidade de
filogenias construidas para as abelhas Colletidae Neopasiphaeinae—que a plasticidade
evolutiva faz com que o uso exclusivo de caracteres de asas, quer com morfologia
classica, quer com dados de morfometria geométrica, pode resultar em topologia que se
afastam da filogenia real do grupo. Plasticidade significa, aqui, evolucdo paralela
frequente de mudancas de diferentes pontos da asa, a ponto de se perder o sinal
filogenético. Por outro lado, a combinacdo de métodos distintos a0 mesmo conjunto de
dados permite a melhor compreensdo das relacBes filogenéticas entre as abelhas
Neopasiphaeinae. A ferramenta da morfometria geométrica para a reconstrucdo de
estados ancestrais comega a fornecer informacao filogenética robusta em especial para
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pontos um pouco mais antigos da filogenia do grupo. Finalmente, o estudo mostra que o
estudo detalhado da evolucdo da forma utilizando topologias prévias permite o
reconhecimento dos pontos em que possiveis pressdes evolutivas, o sinal filogenético é
perdido, ou seja, apontando para 0s pontos de agdo seletiva paralela.
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ANEXO 1

Tabela 3 Amostragem taxondmica de Colletidae, com apresentagdo dos dados das espécies estudadas. Para todas as espécies listadas, foram analisadas fémeas.

Espécie

Taxonomia

Codigo
(RPSP)

No.voucher
(este estudo)

Localidade de coleta

Edwyniana Moure, 1954

Edwyniana Moure, 1954

Edwyniana Moure, 1954

Edwyniana Moure, 1954

Edwyniana Moure, 1954

Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Eulonchopria punctatissima Michener, 1963
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948

Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)

11.0215
11.0379
11.0380
11.0381
11.0382
12.0044
12.0045
12.0049
12.0051
12.0056
12.0057
12.0418
12.0419
12.0421
12.0422
12.0423
12.0424
12.0425
12.0426
12.0427
12.0428
12.3984
12.3985
12.3986
12.3987
12.3988

Edw_1
Edw_2
Edw_3
Edw_4
Edw_5
Epunc_5
Epunc_6
Epunc_7
Epunc_8
Epunc_9
Epunc_10
Glb_1
Glb_2
Glb_3
Glb_4
Glb_5
Glb_6
Glb_7
Glb_8
Glb_9
Glb_10
Hxm_1
Hxm_2
Hxm_3
Hxm_4
Hxm_5

Chile Reg.lll Prov. Taltal
Chile Reg.lll Prov. Taltal
Chile Reg.Ill Prov. Taltal
Chile Reg.lll Prov. Taltal
Chile Reg.lll Prov. Taltal
Meéxico Estado de Jalisco
Mexico Estado de Jalisco
Mexico Estado de Jalisco
Mexico Estado de Jalisco
Mexico Estado de Jalisco
Mexico Estado de Jalisco

Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia

:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.
:WA; Kalbarri Ntl.

Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.
Prk.

Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
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Hexantheda missionica Ogloblin, 1948

Hexantheda missionica Ogloblin, 1948

Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)
Lamprocolletes chalybeatus (Erichson, 1842)

Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912

Laminas
Chilicolletes delahozii (Toro, 1973)

Kylopasiphae pruinosa (Michener, 1989)

Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)

Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)

12.3989
12.3990
12.0150
12.0152
12.0153
12.0154
12.0156
12.0157
12.0158
12.0160
12.0162
12.0163
12.0633
12.0635
12.0637
12.0638
12.0640
12.0641
12.0643
12.0644
12.0646
12.0648
12.0135
12.0136
12.0137
12.0138
12.0139
12.0140
12.0141
12.0142

DS-24
DS-21

Hxm_6
Hxm_7
Lmc_1
Lmc_2
Lmc_3
Lmc_4
Lmc_5
Lmc_6
Lmc_7
Lmc_8
Lmc_9
Lmc_10
Lrb_1
Lrb_2
Lrb_3
Lrb_4
Lrb_5
Lrb_6
Lrb_7
Lrb_8
Lrb_9
Lrb_10
Nmir_1
Nmir_2
Nmir_3
Nmir_4
Nmir_5
Nmir_6
Nmir_7
Nmir_8

Chdel
Kypru

Brasil, RS, Rod. BR-293 13km

Brasil, RS, Rod. BR-293 13km
Australia:WA,; Grt Eastern Hwy ~97km
Australia: WA; Eurardy Station
Australia: WA; Eurardy Station
Australia: WA; Eurardy Station
Australia: WA; Eurardy Station
Australia: WA; Eurardy Station
Australia: WA; Eurardy Station
Australia:WA; Grt Eastern Hwy ~97km
Australia: WA; Eurardy Station
Australia:WA; Grt Eastern Hwy ~97km

Argentina,Prov. Mendonza 15km WSW Uspallata
Argentina,Prov. Mendonza 15km WSW Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Argentina, Prov. Mendonza 6km SSE Uspallata
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
Australia:WA; Goldfields Hwy ~18,4km
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Halictanthrena malpighiacearum Ducke, 1907
Neopasiphae mirabilis Perkins, 1912
Eulonchopria simplicicrus (Michener, 1989)
Perditomorpha leaena (Vachal, 1909)
Glossurocolletes bilobatus (Michener, 1965)
Euryglossidia sp.

Reedapis semicyanea (Spinola, 1851)
Cephalocolletes isabelae Urban, 1995
Spinolapis caerulescens (Spinola, 1851)
Niltonia virgilii Moure, 1964

Hoplocolletes ventralis (Friese, 1924)
Brachyglossula communis Trucco-Aleman, 1999
Tetraglossula anthracina (Michener, 1989)
Hexantheda missionica Ogloblin, 1948
Anthoglossa sp.

Trichocolletes sp.

Lonchopria zonalis (Reed, 1892)

Biglossidia robertsi (Michener, 1989)
Paracolletes crassipes Smith, 1853
Diphaglossa gayi Spinola, 1851

Mydrosoma fallax (Moure, 1953)

Ptilogssa tarsata (Friese, 1900)
Callomelitta antipodes (Smith, 1853)

Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)

Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Australiana)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Neopasiphaeinae (Reg.Neotropical)
Colletidae: incertae sedis
Diphaglossinae: Diphaglossini
Diphaglossinae: Dissoglottini
Diphaglossinae: Caupolicanini
Callomelittinae

DS-12
Npmil30
D.S.4
D.S.3

CP-10
Ctis 67
DS-2
DS-15
DS-13
CP-1
DS-6
DS-11
D2
Trsp 17
DS-1
DS-22
D4-5
CP-08
CP-09
CP-05
DS-25

Hlmal
Npmir
Eusim
Pdlae
Gsbil
Euryg
Rdsem
Cpisa
Spcae
Ntvig
Hpven
Brcom
Tgant
Hxmis
Antho
Trich
Lczon
Lcrob
Plcra
Dpgay
Mdfall
Pttar
Clant
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ANEXO 2. Lista de caracteres discretos das asas anterior e posterior codificados até o
momento para estudo das relagdes filogenéticas em Neopasipaheinae (Colletidae).

CARACTERES

1. Células submarginais da asa anterior: (0) 3; (1) 2.

Comentérios: Admite-se que ocorreu uma perda da veia 22 rs-m nas asas com trés células
submarginais e consequente fusdo da segunda com a terceira célula submarginal ou que ocorreu
um ganho da veia 22 rs-m nas asas com duas células submarginais e consequente divisdo da
segunda célula submarginal.

2. Larguras da primeira e segunda célula submarginal da asa anterior: (0) distintas; (1)
semelhantes.

Comentarios: Largura das células submarginais medida a partir da base.

3. Porcao distal (apice) da célula marginal e margem anterior da asa anterior: (0) unidas; (1)
separadas.

4. Insercdo da veia 2% r-rs no pterostigma da asa anterior: (0) metade do pterostigma; (1)
anterior a metade do pterostigma; (2) posterior a metade do pterostigma.

Comentarios: Em Spinolapis caerulescens, considera-se que a 0 pterostigma delimita-se
anteriormente por uma mancha mais clara, encontrada nas duas asas anteriores. O pterostigma
de Ptiloglossa tarsata € reduzido ou ausente. Com isso, admite-se que a veia 22 r-rs encontra-se
posterior ao pterostigma, sendo codificada ao estado 4-2.

5. Curvatura da veia 1* m-cu da asa anterior: (0) fortemente encurvada; (1) levemente
encurvada; (2) reta.

6. Forma da célula medial e tamanho da veia M da asa anterior, em relacdo a veia 12 m-cu: (0)
trapezdide, com a veia M menor que a 1* m-cu; (1) semelhante a um retangulo, com a veia
M do mesmo tamanho (ou préximo) que a 12 m-cu.

Comentarios: A veia M de Brachyglossula communis € um pouco maior que a veia 1* m-cu.
Entretanto, considera-se que a forma da célula medial é mais préxima de um retangulo do que
de um trapézio.

7. Inclinacdo da veia basal da asa anterior: (0) muito inclinada; (1) pouco inclinada.

8. Insercgdes das veias 32 rs-m e 22 m-cu na veia M da asa anterior: (0) um dnico ponto; (1)
pontos distintos.

Comentérios: a distdncia entre os pontos de insercdo é consideravelmente maior em
Neopasiphae mirabilis, Eulonchopria simplicicrus e Callomelitta antipodes, comparado a
Chilicolletes delahozii, Halictanthrena malpighiacearum e Peditomorpha laena. Ndo obstante,
os dois primeiros foram codificados como estado 8-1, 0 que podera ser revisado posteriormente.
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9. Formato da veia 22 m-cu da asa anterior: (0) relativamente reta; (1) levemente curva; (2)
fortemente curvada.

10. Angulo entre a veia Rs e a veia Rs+m na asa anterior: (0) obtuso, veia Rs levemente
inclinada; (1) reto, veia Rs aproximadamente reta.

Comentarios: Paracolletes crassipese e Callomelitta antipodes apresentam a veia Rs
fortemente inclinada.

11. Parte distal da asa anterior: (0) pilosa; (1) glabra.

12. Tamanho do lobo jugal em relacdo ao lobo vanal da asa posterior: (0) do mesmo tamanho;
(1) menor.

Comentarios: Em Halictanthrena malpighiacearum, Peditomorpha laena e em
Glossurocolletes bilobatus, o lobo jugal € um pouco menor que o lobo vanal. Entretanto, essa
diferenca ndo é tdo consideravel, quando comparada a Chilicolletes delahozii e Eulonchopria
simplicicrus. Portanto, dois primeiros foram codificados como estado 12-1, o que podera ser
revisado posteriormente.

13. Hamulos: (0) uniformemente espacados; (1) irregularmente espacados.

14. Veia Cu da asa posterior (0) mais longa que a 22 abcissa da veia M+Cu; (1) mais curta gque a
2% abcissa da veia M+Cu; (2) do mesmo tamanho da 22 abcissa da veia M+Cu.

15. Veia cu-a da asa posterior: (0) levemente curvada; (1) fortemente curvada; (2) reta.

Comentarios: Em Halictanthrena malpighiacearum e em Perditomorpha laena, a veia M+Cu é
curvada, mas visivelmente menos que em Chilicolletes delahozii.

16. Porcdo basal da veia 1* M+Cu da asa posterior: (0) reta; (1) levemente curvada; (2)
fortemente curvada.

17. Apice da célula marginal da asa anterior: (0) arredondado; (1) projetado.

Comentérios: Ha dificuldades de visualizacdo deste carater devido a artefatos de técnica, no
preparo da lamina de Diphaglossa gayi.

18. Projecao da célula marginal da asa anterior: (0) curto (menor que a distancia entre o apice
da célula marginal e a margem anterior da asa); (1) longo (maior que que a distancia entre o
apice da célula marginal e a margem anterior da asa).

Comentérios: a aplicacdo deste carater é contingente a atribuicdo do estado (1) ao taxon no
carater anterior.
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