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RESUMO

A ocupacdo espacial dos organismos nos ecossistemas terrestres € resultado de
processos e eventesolutivos e ecologicogEssa distribuicdo reflete a adaptacéo de
espécies, por mediacdo de suas caracteristicas intrinsecas, as exigéncias fisiologicas
internas eas dinamicas biologicas fétros do meio circundante Para estudar esses
padrdes, a ecolagide comunidades tem pade a analisar o componente funcional e
filogenético da biodiversidadeao invés daradicional abordagem com base nos
nomes binomiais de espécies. Tal abordagem complementar é particularmente
importante quando investigase ambietes e organismos diversos, colmrboletas

na Amazobnia Na presente tese, investigamos (1) a influéncia da evoldaao
morfologia associada awoo na distribuicdo verticae no dimorfismo sexuatle
borboletas frugivoras, (2) variacdo espacial gmdréesde diversidade taxondmica,
funcional e filogenética em umosaico de florestasa Amazoénia setentrional e (3) o
papel do nicho ecolégico larval na ocorréncia espacial de adultos ao longo de
gradientes locais e regionais da Amazonia brasil&isaborboleta foram coletadas

com armadilhas e iscas atrativas em sete localidades de trés estados brasileiros. Para o
primeiro capitulg foram utilizads modelos de minimo de quadrados generalizados
filogenéticos enquanto queos demais dois capituldsram conduzids andlises de
regressdo (lI) e modelos lineares de efeitos mistos (M. primeiro capitulp
verificamosque a variagdo na morfologia de voo de borboletas pode ser explicada
pela estratificacdo vertical, e que tal relacdo € mais forte em fémeas. #H, ain
acentuado dimorfismo sexual quanto a capacidade de voo, especialmente entre
espécies do subosque.No segundo capitulo, evidenciamos que florestas de areia
com muita luminosidadabrigam alta abundancia, porém baixa riqueza de espécies,
as guais tende a ser maiores, terem maior capacidade de & larvas mais
generalistas. Emldrestas ombrofilas, por sua vez, a especializacdo larval € maior,
possivelmente devido a maior quantidade de nichos ecolégicos dispomNeeis.
terceiro capitulo, vimos que ochio larval é determinante para a distribuicdo espacial

de borboletas adultas, porém ndo atua como mediador na influéncia da vegetacéo,
posicdo geografica(latitude e longitude)e biogeografia sobre a diversidade
taxonoémica e filogenética da comunidafesa forma, € possivel concluir que a
heterogeneidade da Amazobnia desde microhabitats a paisagens regionais €
determinante para a manutencdo dos padrdes de diversidade de bof¥alets=ala

de microhdbitat, a retirada da estratificacdo vertical implinarperda de espécies
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associadas a estratos particulares. Na escala local, as fisionomias da floresta de areia
abrigam comunidades taxonomicamente e funcionalmente distintas, logo sendo
imprescindiveis para a biodiversidade desse grupo de indetdgel regional, vimos

gue os padrdes de diversidade podem ser determinados por eventos de disperséo,
colonizacdo histérica e biogeografia. Essas trés escalas interagem entre si e
configuram a distribuicdo espacial tal como vemos atualmé&sigeramos que 0s
resutados apresentados aqui sirvaomo base para o estabelecimento de planos de

manejo de areas, bem como para a selecao de paisagens alvo para conservacao.

Palavras-chave biologia comparativa, dimorfismo sexual, diversidade filogenética,

gradiente de vegiacaonicho tréfico larval regibes biogeograficas, tracos funcionais.
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ABSTRACT

Organismal spatial occupandy Earth ecosystems results from evolutionary and
ecological eventsSpecies distribution reflectedaptation, medted bytheir intrinsic
attributes, tanternal physiological demands and filters impodag the surrounding
environment. To studguch patterns, community ecology has bassociatingstrictly
taxonomic approaches to start incorporating information ortifumal traits and
phylogenetic relatedness of species. This method is particularly important when
studying diverse landscapes and organisms, such as the Amazon rainforest and
butterflies. In this thesis, we investigated (1) the evolutionary correlatiomeée

flight morphology, vertical stratification and sexual dimorphism of ffegding
butterflies (2) the spatial variation in taxonomic, functional and phylogenetic
diversity patterns of butterflies across an Amazonian vegetation mosaic and (3) the
role of juvenile trophic niche on the spatial occurrence of adult butterflies across local
and regional Amazon gradient®/e sampled butterflies with bait traps in seven
localities across three Brazilian states. For the first chapter, weRIsddgenetic
Gereralized Least Squares modelghereas for the remaining two chapters nae
multiple regressions (lI) and linear mixed effects models (IH)chapter one, we
found that variation in flight morphology may be explained by vertical stratification
and thatsuch association is stronger in females. Additionally, there is a sharp sexual
dimorphism in flight morphology, especially among understaheglling species. In
chapter two, we demonstrated tHaghly illuminated white-sand forests harbour
higher abundare, but lower species richness of fiAgeding butterflies. These
species tended to bedger, stronger flying and more generalist during larval stage. In
ombrophilous forests, larvae are more specialized, possibly due to a greater
availability of ecologtal niches. In chapter three, we verified that larval dietary niche
is determinant for the spatial occurrence of adult butterflies. It however does not act
as mediator for the influence of vegetation complexity, geographic position and
biogeography on taxmmic and phylogenetic diversity patterns. Therefore, we
conclude that Amazonian heterogeneity from local microhabitats to regional
landscapes is imperative for maintaining the diversity patterns of frugivorous
butterflies. At the microhabitat scale, themoval of the vertical stratification will
result in the loss of species associated with particular strata, whose flight morphology
is intimately connected to environmental physical conditions. At the local scale,

white-sand  phytophysiognomies harbour buty communities that are
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taxonomically and functionally unique, thus being irreplaceable for maintaining the
diversity of these insects. At the regional scale, we detected diversity patterns likely
driven by dispersion, historical colonization and biagephical events. These three
scales interact, ultimately determining the spatial distribution of organisms as we
currently see.We hope our results will help strengthéhe establishment of

appropriate land use planning and the selection of conservaitoitypareas.

Keywords: biogeographical regions, comparative biology, functional trdstal

trophic nichephylogenett diversity, sexual dimorphisnvegetation gradient
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INTRODUCAO GERAL

Por quealgumasespécies ocorrem em determinado local e suté&? Essa talvez
sejauma das questdes centrasmais amplamente pesquisag@ar disciplinas como
ecologia biologia evolutiva e biogeografiauma vez que 0S mecanismos que
determinam essa diferenciacdo espacial inerentemente proporcionam a variacdo na
riqueza, abun@ihcia e compsicdo de espécies entre locamsiginando distintas
assembleias ecolégicéRalmer 1994Weiher & Keddy 199k N&o existe resposta
Unicapara essa questdo, naseditasequesua raizestejana juncédo déatorescomo

0S mecanisios decoexisténcige exclusdogntre espécies variacdo das condicdes
ambientais entrocais(MacArthur & Levins 1967 Palmer 1994l oreau 201) bem
como os eventos historicos relacionadas dispersdode espéciestempo de
diversificagdo, taxas de ntacdes,tempo de geracles, extincbes e biogeografia
(Rhode 1992Marin & Hedges 2016WNeberet al 2017. Por esse motivo, ecologia e
evolucdo séo disciplinas intimamente ligadas, apesanuias vezes serem tratadas
isoladamentgHolt 1995, principalmete devido ao desafio de analisar a sua acgéo
combinada ao longo do tempo (Jablonski 20U8beret al. 2017.

Eventos que determinam mutacfes genéticas aleatdrias e recombinacdes de
material genético ocorrem em nivel de individuo e, uma vez expressoater car
alterado passa a sofrer acacsdiecao naturalbreau 201D A presséo seletiva filtra
mutacBes de acordo camguladores intrinsecos (e.g. traufés na histéria de vida e
fisiologia) e extrinsecos (e.g. condi¢@asidticas dinamica populacionainteracdes
biolégicas) complexamente interligadpde modoque & organisma que alcangam o
sucesso reprodutive alta adaptabilidaddithes9 séo selecionado&Stearns 2000
Assim, os individuos em si tem o papel central na selegéieerem o0s portades da
mutacdo @énica e por potencialmente pasear a alteracdo aos descendentes,
enquantoo ambiente circundante direciona e regula a presséo exdroiay 201
Como consequéncia, espécies tendem a viver em ambientes compativeis com suas
carateristica (CavendesBareset al. 2009;Arnanet al 2013, o que afetairetamente
os padrde de distribuicdgue observamos desdecrohdbitas a escalas globais.

E sabido, entdo, que psdrdes de distribuicio espal da biodiversidadeo
planetasdodeterminados por fatores atuhistoricos e locais/regionafe.g.Higgins
et al 2011 Ribaset al 2012 Blanchetet al 2014. Entretanto, éiodiversidade

como conhecemos é multifacetagl@ conceito de diversidade da vida vai além dos
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numeros de divsidade de espéciesperpassando genes, historvolutiva
comportamentos e funcOesecossistémicas (Loreau, 2010). Apesar de
corriqueiramente a maioria destudos ecolégicos analisarepenas diversidade de
espéciege.g. riqueza, abundancja@sse talez seja o0 componente que carrega menos
informacéao bioldgicano sistemgSwensor2014). Por isso, nas Ultimas décadas, uma
explosdo de estudos temwvaliado outros aspectos da biodiversidadesomo o
componentduncional Diaz & Cabido2002; Poff et al 201Q Baccaroet al. 2013;
Arnan et al 2017 Nascimentoet al 2018 e filogenético(Swensonet al 2012;
Blanchetet al. 2014; Carneiroet al. 2014;Lamarreet al 2016§. O componente
funcional avalia a importancia dos tracos funcionais: caracteristicaslogichs,
fenologicas, fisiolégice comportamentais e de historia de vida que sdo determinantes
para o desempenhexologico(performancg das espécies/{olle et al 2007. J4 o
componente filogenético investiga como o parentesco filogenético influencia a
estrutura das comunidades, podendo gerar padrées de agruparusieoirfg, onde
espécies proximas filogeneticamente tendem a coexisti, ou dispersdo
(overdispersiopy onde espécies distantes coexistem (Weblkal. 2002). Com a
inclusdo da diversidads funcional e filogenéticaps estudos ecolégicosdo sé
geran padrbes maigeraise aumenta seu poder preditivo, como tambémdem
exibir insights evolutivos que afetam a ocorréncia atual das espédtésbb et al.
2002; McGill et al. 2006; Swenson2013. Inclusive, considerge que um estudo
completo da diversidadide um certo grupo deve necessariamente compreender esses
trés componentes principai$Swenson2011). Tal abordagem unificada deve ser
particularmente importante para investigar padrdes ecoRgem paisagens
amplamente diversas, como as florestas tropicais.

A floresta Amazonica cobre uma éarea de seis milhées de km?, estersgendo
por oito paises stdmericanos e € reconhecida por abrigar a maior diversidade animal
e vegetal no planet@oubli & Hrbek 2012. Contudo, as origens dessa diversidade

enormee de sua distribuicdo em largas escalas sdo menos conhecidas, de modo que

Aregrasao ger ai s gue regem a se(sasoralas ur a da
existam) ainda ndo foram desvendadm. exemplo, ha evidencias que corroboram

(Ribaset al. 2012 e refutam $antorelliJr. et al 2018 a hipotesedos rios como
barreiragqWallacel852,a q u al expressa que 0s grandes

funcionan como obstaculosque provocaram adsolamentogenético entre taxons

irmdos, tendo, portanto, fomentaddigersificacdo de espéci¢evisdo em Leite &
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Rogers 2013) Assim, a Amazbnia funciona como um enornmeggaliverso e
interessantsistema para investigar as causas da segregacéao da Isiodigder

Com base niss@ presentdesetem como temaentraldiscutiros fatores que
afetam a distribuicdo espacial de um grupo bastante diversificado na Amazbnia: a
guilda das borboletas frugivorags borboletas frugivorasdo um grupo née
monofilético deespécies que durante a fase adulta adquirem seus nutrientes de frutos
em decomposicdo, exsudatos de plantas, e as vezes carcacas e fezes de animais
(DeVries 1987. Tais espécies pertencem a Nymphalidae (Lepidoptera,
Papilionoidea) nas subfamilias Bliginae, Charaxinae, Nymphalinae e Satyrinae
(DeVries 1987. Por sealimentarem de matéria em apodrecimento, essas borboletas
sdo atraidas e capturadas por armadilhas conteislcsubstratos que funcionam
como iscas 0 que permite amostragens padronizagassimultaneas, alénde
possibilitar a coletda fauna presente em camadas superiores da fl¢Festtaset al.
2014). A taxonomia relativamente bem conhectiasua ampla diversidade tropical
as cores exuberamste seu potencial como tdxon substituszémaindacom que a
guilda das frugivoras esteja entre os invertebrados mais pretendidos nos estudos de
conservacao(Schulze et al. 2004 UeharaPrado et al. 2007). Além disso, a
borboletas sdexcelente bioindicadores, estandbmamente ligadas aos Iiigats em
todas as fases de vidaréitaset al.2003 g, portanto, caracteristicas tanto dos adultos
guanto das larvas devem ser importantes para predizer sua ocorréncia noRespaco.
todas essas razéesnsideramos que guilda deborboletadrugivorasfunciona como
um excelené modelo ecevolutiva. Para elucidar os padrées de distribuicdo espacial
desse grupo de borboletas no bioma Amazérosocapitulos que seguem utilizam
abordagens ddiologia evolutivae ecologia de comunidades. No capituldoi
investigado o papel da ancestralidade na relacdo entre estratificacdo vertical,
morfologia de voo e dimorfismo sexual, de modo a explicar a ocorréncia de diferentes
espécies entre dossel e udsque de florestas tropicais. No capitulddi,estudada a
distribuicdo espacial da guilda em um mosaiegetacional amazonicaitilizando
variaveis provenientes das diversidades taxon6mica, funcional e filogenética. Por fim,
no capitulo Ill,foi investigada a distribuicdo da guilda utilizando preditores laeais
regionais, coménfase no papel mediador que o nicho larval pode exercer na

ocorrénciaespaciatas formas adultas.



OBJETIVOS

Capitulo |
1. Detectar qual a magnitude do sinal filogenético no atributo raz&t@sa
(morfologia de voo) em borboletas fiugras.
2. Elucidar se adaptacao radiativa tem sido mais forte damgestralidade entre
espéciesa associacao entre morfologia de vasteatificacao vertical.
3. Verificar a influéncia do dimorfismo sexual na morfologia do veo

estratificacao vertical.

Capitulo Il
1. Entender como o gradiente ambiental (composicado vegetal, luminosidade e

alagamento) entre florestas ombrofilas e florestas de areia amazonicas
determina a distribuicdo espacial em escala local da diversidade taxon6mica,

funcional e filogenéticde borboletas frugivoras.

Capitulo IlI
1. Investigar o papel mediador da diferenciacdo do nicho larval de borboletas

frugivoras no filtro ambiental que @eminaa segregacaespacial em escala
regional da riqueza de espécies e diversidade filogemtszdultcs.

2. Verificar a influéncia da amplitude do nicho larval de borboletas frugivoras
nas associacdes de gradientes ambientais com padres de composicdo de

espécies e composicao filogenética de borboletas adultas.



MATERIAL E METODOS

. Areasde estudo

As coletas foram realizadas em sete localidades nas regides setentrional, central e
sudoeste da Amazodnia brasileira, abrangendo um total de 33,41Fkm3A)( As
parcelassetentrionais estéo localizadas no (1) Parque Nacional de Virua, cagdlor
localizase em um ecotone e € composta de um mosaico de florestas de areia
florestas ombréfilas abertas (Laranjeieasal. 2014). As florestas de areia dominam a
paisagem em Virua, perpassando fisionomias lembrando savanas com arvores baixas
esparamente distribuidas e vegetacao rasteira (campinas) até florestas com arvores de
aspecto raquitico, porém que podem atingir até 18 m de altura (campinaranas)
(ICMBio 2014)(Fig. 2A, 2B). Locais com floresta ombréfila aberta estdo em menor
guantidade, primrdialmente localizados em morros de solo argiloso, e abrigam alta
abundéancia de arvores altas, palmeiras, lianas lenhosas, epifitas e algumas arvores
emergentes (Damascet al. 2013; ICMBIio 2014) (Fig. 2C). Durante a estacdo
chuvosa (junho awtubro), agplanicies sdo inundadas devido a precipitagéquanto

gue na estacdo seca (novembro a&o) a umidade no solo das florestas de areia
atinge seu nivel minimd@MBio 2014). A temperatura e precipitacdo anual média
registrada no parque € de 26° C e 1.808 respectivamente, com < 50 mm de
precipitacdo durante a estacao seca (Damets@io2013).

Os sitios de coleta da Amazodnia Central estigtribuidos em cinco
localidades As estacdeg2) Dimona, (3) Porto Alegre e (4) Colossentro de
fazendasaban@nadas na década de 198€vido ao malogro da pecugrieontém
atualmente vegetacdo em varestagiosde regeneracae fragmentos florestais de
floresta ombréfila denséFig. 2D) com diferentes tamanhos e niveis de isolamento
(PDBFF2018). Nos realizamosoletas em cinco fragmentos florestais, sendalen
ha, umde 100 ha, e trés com 10 g areaAléem dos fragmentos, a ARIE PDBFF
conta ainda com a (5) Reserva do KM41, que também possui vegetacdo do tipo
ombroéfila densa, porém a mata é continua ao idedsagmentadéEstas areas estéo
a margem norte do Rio Amazon&ssitio final da Amazénia Central esta localizado
na floresta adjacente a B9 (Manaus$ Porto Velho) naltura do quilnetro100,
no modulo de coleta conhecido corf) Manaquiri. A floesta é do tipo ombrofila
densa(Fig. ZE) de aproximadamente 700027000 anosformada no interflavio dos

rios Puruse Madeira (Costaet al. 2001) com solo variando entre Laterita
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Hidromoérfica, Gleyzados e Aluviais Eutroficos ou Alicos (Quesatdal. 2011). Essa

area esta situadamargem sul do Rio Amazondéa regido sudoeste demazonia

as amostragens foram realizadas no Parque Estadual Chandless, no Acre. A vegetacao
do parque compreende uma floresta ombréfila aberta, com manchas de mata
dominada pobambus e palmeiraPPBio 2018 (Fig. Z). As seis Ultimas areas estao

localizadas no hemisfério sul e, por isso, a estajfvosase estende de Novembro a

Maio.
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Figura 1. Mapa de parte da regido amazébnica, evidenciando os sitios de coleta (numeros) d
borboletas frugivoraslerritérios em branco sao estados brasileiros; em cinza, outros paises

sulamericanos.

Em Virua(Fig. 3) Manaquiri e Chandless, existem trilhas de amostragem em
forma de grade contendo parcelas permanentes que permitem aecobet@paracao
de dados de diferentes grupos biolégicos e variaveis ambientais a curto, médio e
longo prazo (método RAPELDMagnussoret al 2005 Costa & Magnusson 2010
Tais parcelas permanentes tem 250 m de extensdo e seguem a curva de nivel do solo,
pam@ minimizar a variacado edafica dentro de cada parfest®e método é aplicado nos
estudos desenvolvidos dentro do Programa de Pesquisas em Biodiversidade (PPBio).
As areas do PBDFF ndo seguem esse método, logo as parcelas ndo seguiram a curva
de nivel do érreno, porém procuramos adaptar a amostragem para manter a mesma

distancia entre amostras que nas demais areas.
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Figura 2. Paisagensstudadas. A. Campina; B. Campinarana; C. Dosd#bmsta enbrofila
aberta vsta de um morro em Viry&Roraima D. Fragmento florestal de floresta ombréfila
densa(ao fundo) cercado por capoeina fazenda Porto AlegreéAmazonas E. Floresta
ombrofila densa no moédulo Manaquiri, kmOlda BR319, AmazonasF. Trecho de Ibresta

ombrdfila aberta com predominancia de bambus no Chandless,Ihegens: M.B. Graca.
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Figura 3. Exemplo da distribuicdo das parcelas (circulos pretos) de acordo com o método
RAPELD em Virua As parcelagicam a 1 knde distancia entre ddestacadaas 24parcelas
onde coletamos borboletas frugivorasagem: C.S. Dambros.

Il. Delineamento amostral

As borboletas foram coletadas noipdo de Maio de 2015 a Outubro de 2016, sendo
gue cada sitio foi visitado uma vez. O pontos de amostragem estao locadimados
parcelas de 250 m de extensao distantes entre si pelo B#hase seguem a curva

de nivel do solo (exceto os pontos da ARIE PDBFF, que ndo seguem). Em cada
parcela, instalamos seis armadilhas tipo Van SorriRyeilon, contendo uma mistura

de caldo de s e bananas pacovan bastante maduvassg x paradisiacg
fermentada por 48 & priori, e mantendo a distancia de 50 m entre si. As armadilhas
foram penduradas em galhos de arvores disponiveis, sendo tréshasgub (1,5

2 m de altura) e trés no desg015 m)(Fig. 4A, B). Pela falta de cobertura vegetal

nas campinas de Virua, foram instaladas seis armadilhas em arvores disponiveis, mas
gue nao possuiam mais de 2 m de al{kig. 4C). As armadilhas eram visitadas a

cada 24 h para coleta dos individuapturados e reposicd@ia isca 0 que ocorreu

10



durante cinco dias seguidos

Figura 4. Armadilhas Van Someremdon istaladas no stiimsque(A), dossel(B) e
campinaC). Imagens: M.B. Graca.

A maioria dos individuos foi trazido de cpm(uma parte marcada e solta) e
serd depositada nas cole¢Bes de invertebrados do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazbnia e da Universidade do Estado do P@r#tras nformacbes referente ao
tratamento dos dados, variaveis utilizadas e analise estatpstrticulares a cada

capitulo estarédo na respectiva sessao Material e Métodos.
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Capitulo |

Coevolution between flight morphology, vertical
stratification and sexual dimorphism: what can we

learn from tropical butterflies?

Graca M.B., Pequeno, P.A.C.L., Franklin, E. & Morais, J.W.
Journal of EvolutionanBiology, doi: 10.1111/jeb.13145
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Coevolution between flight morphology, vertical stratification and sexual

dimorphism: what can we learn from tropical butterflies?

Abstract

Occurrence patterns arpartly shapedby the affinity of species with habitat
conditions. For winged organisms, fliglglated attributes are vital for ecological
performanceHowever, due to the different reproductive roles of each serxpect
divergence in flight energy budget, and consequently diffesel@ctionresponses
between sexes. We used tropical frugivorous butterflies as models to investigate
coevolutionbetween flight morphology, sex dimorphism and vertical stratification.
We studied 94 species of Amazonifmit-feeing butterflies sampled in seven sites
across3341 ha. Weused wingthorax ratioas a proxyfor flight capacity and
hierarchical Bayesian modeling to estimate stratum prefer¥viealetected a strong
phylogenetic gnal in wingthorax ratio in bothsexes. ®uter fastflying species
preferred the canopy while more slender slow-flying species preferred the
understorey.However, thisrelationship was strongein females than in males
suggesting that female phenotyg&sociates more intimately with habitat conditions.
Within species, rales were stouter than females and sexual dimorphism was sharper
in understorey species. Becausait-habitat relationships were independent from
phylogeny the matching between fligimorphology and stratum preferensemore

likely to reflect adaptive radiation than shared ance3inis sudy sheds light orthe
impact of flight and sexual dimorphisaom the evolution and ecological adaptation of

flying organisms.

Key Words: Amazon ranforest Fruit-feeding butterflies Habitat preference;

Phylogenetic signaPhysiological tradeff; Wing-thorax ratio

Introduction

Species traits and occurrence patterns result from a series of ecological and
evolutionary processd#ckerly, 2003;Thomas et al, 201§. Amongthem adaptive
radiation and niche conservatism are acknowledged as the opposgeoferad
spectrum Ackerly, 2009. Whilst adaptive radiation suggests that sudoéss
diversification is due to changes in species attributesresporse to ecological

opportunities promoted by availabieche space (e.g. colonization of new, vacant
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areas), niche conservatism describes the tendency of closely related species to retain
similar characteristicshus minimizing evolutionary changeldérvey & Pagel, 1991
Ackerly, 2003, 200% In part, niche conservatism reflects phylogenetic signal, i.e., the
weight of phylogenetic relatedness on trait evolution. Although phylogenetic signal
alone does not directly denote niche conservatism, it is a necessdence for its
existencel(osos, 2008 For that reason, the estimation of the phylogenetic constraint

in traits and in trathabitat relationships helps understand the mechanisms of
underlying evolutionary selectionA¢kerly, 2009 and their impact oncurrent
ecological patterns.

Besides biotic interactions and stochastic processes, species are locally
assembled by environmental pressures that select for traits fit to habitat conditions
(Ricklefs, 2004; Cavenddareset al, 2009. Thus, species tertd occur in habitats
compatible with their functional traits (e 4tnanet al, 2013 Gracaet al, 2015. For
flying organisms, flighrelated traits should be important in determining fitness, as
the ability to take flight improved foraging, mate seaaold avoidance of unfavorable
conditions Norberg, 1990,Grimaldi & Engel, 200% For instance, bats, birds and
butterflies that forage near flat and smooth surfaces (forest floor, water surface) have
modified body aerodynamics to glide in ground effect anhance flight performance
at lower costsRayner, 1991Cespedeegt al, 2014;Kim et al, 2019. In particular,
the transition from understorey to canopy habitats generates gradients of sunlight
availability, temperature, humidity, and habitat comgleRichards, 1996; Ricklefs,
20049), and species are expected to be better adapted to a particular stratum depending
on the performance of their attributes. This results in the common pattern of
stratification of species richness, composition and traots flower to higher strata in
tropical forests Bassetet al, 2001; Walther, 2002Bassetet al., 2015;Giovanniet
al.,, 2015; Marqueset al, 2015. Given the essential role of flight for winged
organisms, we may expect vertical stratification to reféedptation of flightrelated
traits. ForMorpho butterflies, for example, wing shape changed at the evolutionary
switch from understorey to canopy, suggesting that stratum preference is intimately
related to flight behaviour, energy budget and mate latatiategy DeVrieset al.,

2010. However, thoracic measurements may provide further insights on this matter,
as thorax kinematics also plays a central role in flight behaviour (Dudley, 2000).

Further, the difference in wing shape has only been observedles (DeVriegt al,
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2010), which suggests that sexual dimorphism may modulate such stratification
patterns.

Males and females from the same species often differ in traits related to
morphology, physiology and behaviour, and such disparities aretthtmugrise from
the asynchrony of resource allocaticraihmerset al, 2001; Isaac, 2005), especially
regarding reproduction (Badyaev, 200€ommonly, males will search and compete
for females, while females will choose from competing males and geribeate
offspring Petrie et al, 1991 Miller, 2014). Such general background leads to
disproportional investiments in traits between sexes, with females investing relatively
more in the reproductive apparatus and the brood in most ddsa®liill & Alcock,

1983 Miller, 2014). There is a reported negative correlation between muscle and
ovarian mass in flying dimorphic organisms, so ftightless females tend to invest
more in ovary mass relative to muscle mass when compamaddmpterous forms
(Roff, 198; Mole & Zera, 1993; Zera & Denno, 1997Therefore, if flight and
reproduction indeed compete over the resource shardR@gin & Burchsted, 1992;
Wheeler, 199§ then sexual dimorphism per se should reflect this todid&lerviset

al., 20085.

For this study, we elected tropical fridfiéteding butterflies as models to
analyze the linkages between flight morphology, stratum preference and sex
dimorphism. Frugivorous butterflies are useful because they display vertical
stratification in tropical forest which is relatively easy to assess using canopy and
understorey bait trap®eVries, 1988; DeVries & Walla, 2001; Fermenal, 2003.
Although many studies have offered hypotheses about the causes and implications of
this vertical pattern (e.gBeccabni, 1997; Schulzest al, 200J), the evolutionary
relationship between stratum preference and butterfly functional trait @\/gieset
al.,, 2010, as well as the mechanisms behind the canopy/understorey species
segregation have received less atten{ibardyce & DeVries, 2016)Additionally,
several morphological traits of butterflies are known to reflect flight performance, e.qg.
relative thorax mass, forewing area, wing loading, wing centroid postioai,(1990;

Chai & Srygley, 1990Dudley, 2000; Brwaertset al, 2002; DeVrieset al, 2010,
Cespede=t al, 2014. In particular, the allometry ratio between wing length and
thorax volume (winghorax ratio) expresses flight power and spé&ua{, 1990Hall

& Willmott, 2000). While lower ratios indate species witlhigh-speed flights and

relatively high wing beat frequencies, species with higher values are slow flying and

15



beat their wings at lower frequencies (Hall & Willmott, 2RG8inally, both male and
female fruitfeeding species are able to,fgo that we can test for the effect of sexual
dimorphism on relative investment in flight.

In this context we formulated thdour following questions: iy What is the
magnitude of thghylogeneticsignalin the evolution of flight morphology (wing
thora ratio)? (i) Hasadaptive radiatiotbeen stronger thaphylogeneticrelatedness
in driving the matching betweeftight morphology and vertical stratificati@rif so,
we expected this association to hold independently of phylogenetic signal in wing
thoraxratio and in vertical stratification (sé®rdyce & DeVries, 2016 (iii) Is there
sex dimorphism in flight morphology and in vertical stratificafiofiv) Is sex
dimorphism in flight morphology related to vertical stratification? These questions
were addessed using an original, large dataset on morphological and ecological traits
of frugivorous nymphalids obtained with standardized sampling at seven locations

across the Amazon basin.

Material and Methods

Study sites and sampling

The coreinformationon study sites and sampling disclosed in the general Material
and Methods section of this thesigage 3. For this chapter, we used the data
collectedin 150 understory and 150 canopy trdfsn Virua National Park, BDFFP
areas, Manaquiri module and Chbess State Parkn particular, we excluded traps
located in campinas (neforested whitesand habitats), but included data from traps

activated outside the PPBio grid plots.

Morphological traits andstratumpreference

We measured 1092 individuadhen fesh,i.e., prior to dehydration for mounting and
within the first twelve hours of sampling. Also, the estimatioralbimorphological

traits and habitat preference was done for each sex separately. We obtained three
morphological measurements: forewingdéh, thorax length and thorax width. Using

a millimeter ruler, we estimated forewing length as the linear distance between the
base of the discal and the interception of vein R5 with the wing matgspedest

al., 201) on the ventral surface. To calate thoracic volume, we firstly measured

thorax length, as the distance between the vertex and the thabacminal junction
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in lateral view, and thorax width at its maximum distance in ventral view. Following
Hill et al (2001),thorax volume was gively:

OO0 O0@WO O
wheretl was thorax length antiv was thorax width. Further, we calculdteving
thorax ratioby dividing the squared forewing length by the thoracic volume
estimate body allometry. Lower values indicate stouter bodies aed figgitts, while
higher values indicate slenderer bodies sinderflights (Hall & Willmott, 2000).

To estimate the preference of adult butterfliesafqrarticular stratumye ran
a hierarchical Bayesiamodel with 5000 Markov chain Monte Carlo perntigas
and a 1000 generations btm using butterfly occurrence in either canopy or
understorey as input (Fordyce & DeVries, 2016). Values close to 1 indicate high
canopy fidelity, while those close to O indicate preference for the understorey. The
analyss was conducted in RR Development Core Team, 201d¥ing package
bayespref 1.0 (Fordycst al, 2011)(data is available on doi: 10.5061/dryad.db827).

Phylogenetic signal in winthorax ratio

The phylogenetic relationships among sampled spe€igs ) were reconstructed

based on the nymphalid generic topology proposed by Wahéieat (2009), with

further resolution whenever available, e.g., GAtevedo & Willmott (2013) and

Penzet al (2013). Genera without a formal proposal for species relessd(e.qg.,

Eunicg were treated as polytomies. Because branch length data weraitaiblator

all studied lineages, they were standardized to 1 in all cases (Barcis, 2015).

We extracted the mean value of witigprax ratio for each species andtéesfor

phylogenetic signal in both sexesuss®g ( Pagel , 1999). The analy

in the statistical environment R (R Development Core Team, 2017).

Correlation betweerlight morphologyand stratumpreference

Before performinghe analyses, winthorax ratiovalues werdog;ptransformedWe
assessedhe association between WTR asttatum preference usindrhylogenetic
Generalized_eastSquares models (PGLSGrafen, 1989) in order to account for any
phylogenetic autocorrelation ithe residuals ofthis relationship.Our analysis
assumed t OrnsteifUhlenbeck model of trait evolution (Martins & Hansen, 1997),
which posits that continuous characters tend to evolve around a certain value rather

than randomly and, thus, is more realistic than the popular Brownian motion model
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(Paradis, 2012 PGLS analyses were conducted separately for males and fekivales
also analyzed whether absolute thorax volume (regardless of wing size) correlated

with stratum preferergcin parallel PGLS analyses
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Figure 5. Phylogenetic tree reconstructed considedh@4 studied species.

Sexualdimorphism in morphology and stratum preference

We investigated whether males and females from the same speciesddiéfigarding
wing-thorax ratio and stratum preferen®®e firstly selected the 40 species which
we ha sampled both sexes, calculated thieg-thorax ratioof each individual

butterfly, andthenextracted the mean value per spegiessexFor each species, we
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then calculated the difference between male and female mean values. This difference
thus represnted sexual dimorphism in wirtgorax allometry.

For the same 40 species, we accessed sexual dimorphism in stratum
preference by estimating the difference in the mean canopy fidelity of males and
females. Finally, we used the average value of canopyitfidetween males and
females to score the species overall stratum preference.

To determine whether sexual dimorphism was greater than expected by
chance (i.e. mean difference between sexes = 0) in boththangx ratio and stratum
preference, we perfored PGLS analysis. We further tested whether sexual
dimorphism correlated with stratum preference by running PGLS and assuming the
OrnsteinUhlenbeck model of trait evolution, as before. Because we were interested in
guantifying dimorphism per se (and nathether males were stouter or slenderer than

females), we used absolute differences in wihayax ratio.

Results

Overall, we studied 94 species of Amazonian ffeiding butterflies, from which we
had 73 males and 61 femalégable ). For males, winghorax ratio ranged from
1.31 inPrepona narcissuto 21.76 inChloreuptychia agathavhereas for females, it

ranged from 2.63 iilistoris odiusto 24.40 inChloreuptychia herseis

Table 1. List of the 94 species of frdieeding nymphalids studied, withdir respective sex,
wing-thorax ratio (WTR)thorax volume (TV)andstratum preference (CF = canopy fidelity,

0 = under®rey only, 1 = canopy only)

Species Sex WTR TV CF

Biblidinae
Callicore eunomigHewitson, 1853)
Catonephelacontius(Linnaeus, 1771)

473 127.50 0.91
3.22 262.48 0.09
6.30 203.28 0.06
7.55 64.09 0.90
9.62 37.50 0.90
9.55 60.29 0.80
5.00 168.02 0.85
3.76  223.27 0.84
6.05 129.56 0.80
6.21 64.40 0.91
8.45 113.63 0.80

Diaethria clymengCramer, 1775)
Ectima ionak. Doubleday, [1848]

Eunica anngCramer, 1780)
Eunica bechingHewitson, 1852)

Eunica clytia(Hewitson, 1852)
Eunica malvineH. Bates, 1864
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