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INTRODUÇÃO: 

Nymphalidae é a mais diversa entre as famílias de borboletas, englobando aproximadamente 6400 

espécies, divididas em 12 subfamílias (Chazot et al. 2021). As borboletas da família Nymphalidae se 

destacam por sua enorme diversidade de tamanhos, formas alares, utilização de planta hospedeira e 

outras características que despertam a atenção dos cientistas (Wahlberg et al. 2009). Além disso, são 

organismos fáceis de serem observados, coletados e possuem diversos atributos que os tornaram um 

bom modelo de estudos evolutivos e ecológicos (Boggs et al. 2003).  Apesar de filogenias robustas 

terem sido publicadas para Nymphalidae nos últimos anos (Wahlberg et al. 2009, Chazot et al. 2021), 

ainda há grupos dentre dos ninfalídeos que não possuem hipótese filogenética. Dado o papel 

fundacional da sistemática filogenética para compreensão acerca da diversidade biológica (Soltis & 

Soltis 2003), a ausência de hipóteses filogenéticas para determinados grupos, limita a potencial 

utilização desses grupos como organismo modelo. 

Dentre os gêneros de Nymphalidae, Doxocopa (Apaturinae) se destaca como um dos grupos que não 

possuem uma hipótese filogenética. A distribuição do gênero se estende desde o Texas até o norte da 

Argentina (Bizarro 2002), incluindo as ilhas caribenhas de Cuba e Hispaniola. Há grandes divergências 

acerca de seu número de espécies, com autores apontando de 15 a 18 espécies válidas (Lamas 2004, 

Bizarro 2002, Warren et al. 2023). Doxocopa apresenta marcado dimorfismo sexual (Bizarro 2002), e 

diversas de suas espécies têm grande similaridade com membros de outros grupos de borboletas, 

como Adelpha, Callicorini e Preponini. Tal semelhança pode estar relacionada com o mimetismo de 

escape (Pinheiro & Freitas 2014), um fenômeno que vem recebendo atenção e suporte empírico 

recentemente (Paéz et al. 2021, Loeffler-Henry & Sherratt 2024).   

Entretanto, a utilização Doxocopa como modelo de estudo é limitado pela ausência de uma hipótese 

filogenética morfológica ou molecular para o grupo. Assim, o presente trabalho se propõe a obter uma 

filogenia robusta para o gênero Doxocopa utilizando marcadores moleculares, de forma a elucidar as 

relações filogenéticas deste gênero. Com os dados obtidos forneceremos um arcabouço taxonômico 

que permitirá a utilização de espécies do gênero do Doxocopa como modelo de estudo. 
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Fig. 1. Prancha representando a diversidade morfológica de Doxocopa. A e B – Doxocopa thoe; C e D - D. 

lavinia; E e F – D. felderi; G e H – D. linda.  A primeira letra corresponde à vista dorsal, e a segunda à ventral. 

Escala = 1 cm. 

METODOLOGIA: 

Amostragem:  

Estavam disponíveis para execução deste projeto 60 indivíduos de Doxocopa de 24 localidades, 

advindos de coletas realizadas pelo Laboratório de Ecologia e Sistemática de Borboletas (LABBOR) da 

UNICAMP. O colaborador do projeto, Dr. Keith R. Willmott (FLMNH) disponibilizou sequências de DNA 

de 16 indivíduos, além de amostras de tecido para futuras extrações de DNA e extrações prontas 

oriundas de 11 indivíduos. Para aumentar a cobertura amostral e obter uma filogenia robusta, 

inserimos sequências de grupos externos e sequências de outras espécies de Doxocopa disponíveis 

do database online Genbank (Benson et al., 2005). No total, foram amostradas 19 das 21 espécies 

putativas de Doxocopa. 

Extração, amplificação e sequenciamento do DNA 

O DNA foi extraído a partir de tecido de pernas utilizando o protocolo Dneasy Blood and Tissue Kit 

(Qiagen AG) e armazenado a -20°C. Para este estudo, foram utilizados três marcadores moleculares 

amplamente utilizados para estudos de sistemática filogenética em borboletas (e.g. Nakahara et al. 

2021, Garzón-Orduña et al. 2024): o marcador mitocondrial COI (região Barcode, 658 bp) (Folmer et al. 
1994, Silva-Brandão et al. 2015) e os marcadores nucleares RpS5 (616 bp) e GAPDH (691 bp) 

(Walhberg & Wheat 2008).  

As reações de PCR foram padronizadas para um volume final de 26μL e seguiram os protocolos 

estabelecidos por Silva Brandão et al. 2015 e Wahlberg & Wheat 2008. As amostras foram submetidas 

a uma eletroforese no gel de agarose 1,5% com tampão Tris-Acetato (TAE) (PH 7,5-7,8) e 

sequenciadas no sequenciador automático ABI 3500 GenomeAnalyzer (Life Technologies). 

Análise dos dados 

Os cromatogramas gerados foram inspecionados visualmente no programa Finch TV 1.4.0 (Patterson, 

Chamberlain & Thayer 2004), as sequências consenso foram geradas e alinhadas manualmente no 

programa BioEdit (Hall 1999). Duas hipóteses filogenéticas foram feitas através do portal online 

CIPRES: uma utilizando a Máxima Verossimilhança (ML) e uma inferência bayesiana (Bs).  
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A análise de MLfoi realizada no programa IQTree v.2.2.2.7 (Nguyen et al. 2015). Os dados foram 

particionados por gene e por códon, e a seleção do modelo foi feita de maneira automática utilizando o 

programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017). O suporte dos nós foi avaliado com três testes: 

o Ultrafast Bootstrap (Minh et al. 2013) com a opção ‘-bnni’ para reduzir as violações ao modelo, o 

teste de approximate likelihood ratio Shimodaira-Hasegawa (- SH-aLRT) (Guindon et al. 2010; Hoang 

et al. 2018) e o teste aBayes (Anisimova et al. 2011).  

A análise Bs foi feita utilizando o programa Mr.Bayes 3.2.7(Ronquist et al. 2012). Os dados foram 

particionados por gene e códon e a opção “nst = mixed” foi usada para amostrar entre os modelos de 

substituição, integrando assim a incerteza sobre o modelo de substituição correto (Huelsenbeck et al. 

2004, Ronquist et al. 2012). A análise foi feita com duas corridas independentes, usando 50.000.000 

de gerações e amostragem a cada 5.000 gerações, um descarte do primeiro quarto (25%) da 

distribuição amostrada como burn-in e um stop value de 0.01 

Para nortear futuras mudanças taxonômicas, foi realizada uma análise de delimitação de espécies por 

particionamento automático (ASAP) (Puillandre et al. 2021), utilizando apenas as sequências da região 

Barcode e com a opção de modelo de substituição Kimura (k80; Kimura 1980).  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Fig.2. Árvore resultante da análise ML. Valores de suporte estão acima dos respectivos ramos.Grupos 

morfológicos (Bizarro 2002) destacados (agathina em roxo, laure em laranja e laurentia em azul) 
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As duas hipóteses filogenéticas geradas têm uma topologia similar, e recuperaram Doxocopa como um 

gênero monofilético, com valores moderado (ML) (bootstrap=88) e alto (Bayesiana) (p=0.98) e dão alto 

suporte a três dos quatro grupos morfológicos propostos por Bizarro 2002, mostrando que tal 

classificação morfológica reflete linhagens biológicas. A maior parte das espécies foi recuperada como 

monofilética e com suporte alto, exceto Doxocopa cyane, que foi recuperada como parafilética. 

Na inferência Bs, D. cyane foi recuperada em uma politomia com Doxocopa lavinia, enquanto na 

análise ML uma de suas subespécies, D. cyane mexicana, é recuperada (ainda que sem suporte, 

boostrap= 26) como grupo irmão de D. lavinia + D. cherubina. Esta última, foi recuperada como grupo 

irmão de D. excelsa na análise Bs, ainda que com sem suporte (p=0.51). A inferência Bs ainda 

compartilha uma politomia com a análise de ML, que é entre os clados formados por D. elis, D. 

willmotti +  D. clothilda e D.pavon + D.agathina. 

Na análise de delimitação de espécies (ASAP), a partição de maior score recupera 18 espécies em 

nossa amostragem de Doxocopa. De especial interesse são a recuperação de Doxocopa clothilda e da 

recém descrita D. willmotti (Benmesbah et al. 2018) como uma única espécie, a separação de D. druryi 

acca e D. laure laure em duas espécies, corroborando a hipótese de dela Maza Elvira&de la Maza 

Elvira 2022, e a união de D. cyane burmeisteri + D. cyane cyane com D. lavinia em uma única espécie, 

com D. cyane mexicana sendo recuperada como espécie irmã. Este último resultadoé curioso, dada a 

grande incongruência morfológica entre D. cyane e D. lavinia,mas não de todo imprevisível, uma vez 

que há um híbrido putativo em coleções de museu (Bizarro 2002) e  alta proximidade destes taxa nas 

hipóteses filogenéticas.  

CONCLUSÕES: 

As análises deste trabalho suportam o monofiletismo de Doxocopa, e começaram a resolver debates 

que persistiram por muito tempo acerca da taxonomia do grupo. A confirmação do monofiletismo de 

três dos quatro grupos morfológicos estabelecidas por Bizarro 2002 e o teste do estado de diversos 

taxa são passos importantes na direção da plena clareza taxonômica e sistemática para o gênero, e 

facilitam a utilização do gênero como modelo para pesquisas futuras. Ainda há, todavia, etapas a 

serem cumpridas: duas espécies de difícil amostragem, D. thoe e D. zalmunna, continuam sem 

representação na árvore. Doxocopa thoe em especial não tem grande afinidade morfológica com 

nenhuma outra espécie, sendo inclusive encaixada em um grupo morfológico à parte por Bizarro 2002, 

sendo sua posição, portanto, completamente incerta.  Ademais, algumas espécies, como D. callianira e 

D. excelsa, também de difícil amostragem, estão representadas na análise por apenas um gene, 

apesar de terem seu monofiletismo claro e serem morfologicamente distintas. Logo, uma amostragem 

mais ampla, que incluísse tais taxa, auxiliaria na melhor resolução da árvore de Doxocopa. Ademais, a 

inclusão de mais marcadores moleculares também poderia ser um passo para clarear relações turvas 

(Wiens, 2006), como as dentre as espécies do clado laurentia. O presente trabalho apresenta a 

primeira hipótese filogenética de Doxocopa, com uma ampla amostragem, abrangendo grande parte 

das espécies e subespécies propostas para o gênero. Assim, os resultados aqui apresentados são de 

suma importância para elucidar as relações filogenéticas do gênero, organizar sua taxonomia e facilitar 

estudos futuros dos fenômenos ecológicos e evolutivos que envolvem Doxocopa. 
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