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Resumo 

Estudos utilizando marcadores moleculares em borboletas têm mostrado como uma 

paisagem altamente fragmentada pode resultar na redução do fluxo gênico entre as manchas 

de habitat e, conseqüentemente, aumentar a diferenciação genética entre as populações. No 

entanto, pouco se sabe sobre a estrutura geográfica e os efeitos da fragmentação sobre a 

conectividade das populações do gênero Heliconius. Além disso, as conclusões sobre os 

efeitos da estrutura populacional sobre a dinâmica da evolução do mimetismo de borboletas 

do gênero Heliconius precisam ser testados em espécimes de H. erato e H. melpomene 

encontrados em outros locais, além dos da América Central norte da América do Sul. Neste 

estudo, tivemos duas motivações: (1) comparar a estrutura populacional de H. erato e H. 

melpomene dada a elevada fragmentação do Mata Atlântica Brasileira, e (2) estudar a 

estrutura populacional de espécies co-mímicas poderia nos fornecer insights a respeito da 

dinâmica da evolução do mimetismo. Para isso, analisamos a estrutura espacial e 

conectividade de oito populações de Heliconius, em um total de 137 espécimes de H. erato 

e 145 de H. melpomene, utilizando nove loci de microssatélites, 1144 marcadores AFLPs e 

282 sequências de DNA mitocondrial. Em geral, ambas as espécies apresentaram 

evidências de subdivisão populacional, mas nenhum isolamento por distância indicando 

alguma diferenciação genética entre as populações. Contrariamente ao Heliconius da Costa 

Rica (Kronforst & Gilbert 2008), H. melpomene exibiu maior diferenciação genética que H. 

erato, baseado em marcadores nucleares. No entanto, para DNA mitocondrial, as 

populações de H. erato apresentaram maior diferenciação genética que H. melpomene. 

Nossos resultados corroboram com outros estudos sobre Heliconius no tocante à subdivisão 

populacional e deriva gênica local encontrada neste gênero. No entanto, o padrão dessa 
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diferenciação varia significativamente do padrão encontrado em estudos realizados na 

América Central, onde H. erato é geralmente mais diferenciado e estruturado. Esse padrão 

pode refletir diferentes histórias evolutivas de espécies de Heliconius na Mata Atlântica do 

Nordeste do Brasil. 
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Abstract 

Extensive studies using molecular markers on butterflies have shown how a highly 

fragmented landscape may result in the reduction of gene flow among patches of habitat 

and, consequently, increase genetic differentiation among populations. However, little is 

known about Heliconius’ geographical structure and the effects of fragmentation on the 

connectivity of populations. Furthermore, findings on the effects of the population structure 

on the dynamics of mimicry evolution in Heliconius butterflies need to be tested in H. erato 

and H. melpomene specimens found in other locations other than Central and northern 

South Americas. For the present study, we had two motivations: (1) compare the population 

structure of H. erato and H. melpomene given the highly fragmented Brazil’s Atlantic 

Forest habitat; and (2) studying population structure of co-mimics could give us insights 

into the dynamics of mimicry evolution. For this, we analysed the spatial structure and 

connectivity of eight populations of Heliconius butterflies, in a total of 137 H. erato 

specimens and 145 H. melpomene specimens, using nine microsatellites loci, 1144 AFLPs 

markers and 282 mitochondrial DNA sequences. In general, both species exhibited 

evidence of population subdivision but no isolation by distance indicating some extent of 

genetic differentiation among populations. Contrary to Kronforst & Gilbert’s (2008) Costa 

Rican Heliconius, H. melpomene exhibited more genetic differentiation than H. erato based 

on nuclear markers. However, for mitochondrial DNA, H. erato populations showed more 

genetic differentiation than H. melpomene. Our results corroborate to other studies on 

Heliconius butterflies concerning the pronounced population subdivision and local genetic 

drift found in this genus. Nevertheless, the pattern of this differentiation varies significantly 
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from the pattern found in studies conducted in Central America, where H. erato is generally 

more differentiated and structured than H. melpomene, based on nuclear markers. This 

different pattern may reflect different evolutionary histories of Heliconius species in 

Northeastern Brazil’s Atlantic Forest.  
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Introdução 

A variação espacial da paisagem exerce uma influência fundamental sobre a 

distribuição das populações e, por conseguinte, afeta suas estruturas demográfica e genética 

(Roderick 1996). Tal variação exprime-se em barreiras, como desertos, oceanos, cadeias de 

montanhas, ecótonos que, aliadas a fatores ecológicos, como clima, predadores, 

competidores e recursos, podem influenciar a estrutura populacional (Slatkin 1987). Com 

isso, algumas populações encontram-se estruturadas de forma contínua enquanto outras 

exibem uma distribuição fragmentada. 

As populações de quase todas as espécies exibem algum grau de diferenciação 

genética ao longo de sua distribuição geográfica (Avise 2004). Esses padrões geográficos 

da variação genética refletem tanto processos históricos bem como o fluxo gênico 

contemporâneo, resultante das características biológicas do organismo em estudo (Fauvelot 

& Planes 2002, Epperson 2003). 

 

Fluxo gênico como agente homogeneizador das populações naturais 

O fluxo gênico inclui todos os mecanismos que resultam na transferência de alelos 

de uma população para outra (Slatkin 1985; Scribner et al. 2005), podendo ocorrer de modo 

intra e, embora mais raro, interespecífico. Em outras palavras, é a proporção de novos 

genes imigrantes que se movem para uma determinada população como resultante do 

movimento de indivíduos ou de seus gametas (Endler 1977, Gerber et al. 2000). É uma 

força microevolutiva fundamental que pode determinar o potencial para a diferenciação 



 

16 

genética entre populações e para adaptação local, além de influenciar a dispersão 

geográfica de novas adaptações (Keyghobadi et al. 2005). Com fluxo gênico reduzido ou 

ausente, as populações poderão divergir e se diferenciar ao longo do tempo, tendo como 

consequência última a especiação (Lowe et al. 2004).  

Independentemente do mecanismo, o fluxo gênico interpopulacional determina o 

quão as populações locais podem ser geneticamente diferenciadas (Slatkin 1985, 1987). O 

fluxo gênico pode tanto limitar a evolução, ao reduzir a adaptação a condições locais, ou 

promover evolução, ao disseminar novos genes e combinações de genes por todo o limite 

geográfico de uma espécie (Slatkin 1987). Quando a seleção natural conduz e mantém a 

divergência ecológica entre duas espécies, o fluxo gênico pode ter um impacto variável ao 

longo do genoma (Kronforst et al. 2006a, Kronforst 2008). Regiões do genoma que estão 

sob seleção divergente, ou que sofreram deriva gênica, podem aumentar e manter uma 

diferenciação significativa entre as duas espécies enquanto o fluxo gênico homogeneíza o 

resto do genoma (Slatkin 1987). 

A natureza e extensão do fluxo gênico dependem amplamente de duas 

características biológias intrínsecas ao organismo: modo de reprodução e mobilidade dos 

indivíduos. Espécies com alta vagilidade – dispersoras – podem encontrar-se distribuídas ao 

longo de grandes distâncias e, desse modo, ter populações mais homogêneas (Haag et al. 

1993, Vandewoestijne et al. 1999, Krauss et al. 2004), enquanto espécies com baixa 

vagilidade – sedentárias, por sua vez, têm populações mais estruturadas geneticamente 

numa escala espacial fina (Peterson 1996, Williams et al. 2003, Schmitt & Hewitt 2004). 

Espécies com dispersão dependente do sexo, onde um sexo dispersa e o outro é mais fiel ao 

território natal ou ao grupo social, pode afetar a distribuição de genes nos cromossomos 
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sexuais ou em genomas herdados apenas por via matrilinear, como o DNA mitocondrial 

(Lowe et al. 2004). O comportamento reprodutivo também é importante na determinação 

do fluxo gênico. Se indivíduos com alta vagilidade retornarem ao seu local de nascimento 

durante a época de reprodução (filopatria), então o fluxo gênico será severamente reduzido, 

causando diferenciação entre populações. O acasalamento preferencial também pode 

aumentar a estrutura espacial em espécies com baixa vagilidade (Lowe et al. 2004). 

Além disso, a força relativa do fluxo gênico pode ser afetada por uma variedade de 

fatores ecológicos que variam intra- e interespecificamente, tais como especialização da 

dieta, assincronia fenológica entre populações, persistência do habitat, persistência 

populacional, e fatores ambientais como o ambiente físico, estrutura espacial do habitat em 

uma paisagem (Scribner et al. 2005) e distância geográfica (Ricklefs 2003). 

 Conhecer o grau de movimentação dos indivíduos da espécie a ser estudada é de 

suma importância no estudo da relação entre fluxo gênico e a estrutura espacial do habitat 

ou conectividade da paisagem (Roderick 1996, Scribner et al. 2005). Segundo os ecólogos 

de paisagem, a conectividade da paisagem é definida como o grau ao qual a estrutura de 

uma paisagem ajuda ou impede o movimento das espécies (Keyghobadi et al. 2005). Uma 

paisagem está bem conectada quando os organismos podem se movimentar prontamente 

entre os fragmentos de habitat por longo prazo. Como as paisagens são compostas por 

diferentes fragmentos com atributos físicos diferentes, a conectividade não é apenas um 

elemento da paisagem; é também um atributo de cada fragmento. 
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Métodos utilizados na quantificação do fluxo gênico 

Para se estimar os níveis de fluxo gênico de uma espécie, existem dois métodos 

empregados: o direto e o indireto. O primeiro utiliza estimativas de distâncias de dispersão 

e sucesso reprodutivo dos dispersores para inferir o quanto de fluxo gênico está ocorrendo 

no período em que as observações estão sendo realizadas (Slatkin 1987, Roderick 1996). 

Um dos métodos utilizados para tal é a técnica de marcação e recaptura (MR), a qual 

fornece evidências diretas de movimento de indivíduos dentro, fora, ou entre manchas de 

habitat. Em sistemas bem estudados, estas estimativas têm fornecido informações 

essenciais para o entendimento desta dinâmica, como, por exemplo, nos estudos da 

borboleta Melitea cinxia na Finlândia (Hanski 1994, Hanski et al. 1995, Ehrlich & Hanski 

2005). Além disso, estudos de MR de espécies-praga têm revelado padrões importantes de 

deslocamento (Schneider 1999). No entanto, técnicas de MR, como qualquer técnica direta, 

são limitadas, pois é necessário marcar um grande número de indivíduos em um grande 

período de tempo e espaço para se ter a chance de obter recapturas suficientes para estimar 

uma mudança em freqüência gênica de forma adequada (Slatkin 1987, Roderick 1996), 

uma vez que a mesma se processa em um longo espaço de tempo. Quando se trata de 

movimento dentro da unidade populacional propriamente dita, isto se torna menos 

complicado. Porém, quando se quer estimar movimento entre múltiplas unidades 

populacionais, isso pode se transformar em um esforço amostral extremamente grande e 

com um custo alto, a depender do organismo e da escala espacial do estudo. Além disso, 

métodos diretos medem de fato dispersão de indivíduos, não fluxo gênico. 

Por outro lado, estimativas indiretas de fluxo gênico baseadas em marcadores 

genéticos podem fornecer pistas valiosas sobre o grau de conectividade das unidades 
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populacionais (Slatkin 1985, 1987, Roderick 1996, Berry et al. 2004), ao revelar de modo 

eficiente os efeitos cumulativos do fluxo gênico contemporâneo e histórico em um estudo 

de larga escala espacial (Scribner et al. 2005). Ferramentas moleculares para análise de 

genética populacional, como genotipagem e seqüenciamento de DNA, combinadas com 

uma gama de novos métodos analíticos nos permitem quantificar os efeitos da estrutura da 

paisagem nos padrões geográficos da variação genética, como o fluxo gênico entre 

populações de uma mesma espécie e também entre populações de espécies com 

ancestralidade comum (Avise 2004, Scribner et al. 2005 Kronforst et al. 2006a), 

evidenciado as unidades populacionais em uma escala espacial maior.  

Em insetos, essas ferramentas podem ser incorporadas a modelos demográficos de 

multi ou metapopulações, os quais vêm sendo utilizados no entendimento da distribuição 

das populações em habitats natural ou artificialmente fragmentados, enfocando as 

conseqüências da migração entre populações locais e a persistência regional de espécies 

com populações locais instáveis (Roderick 1996, Schmitt & Hewitt 2004). 

Os efeitos do grau de fragmentação da paisagem na conectividade das populações 

(Krauss et al. 2004), do tamanho e qualidade dos fragmentos e do isolamento entre eles 

sobre a migração, a colonização e a extinção de populações são incorporados ao modelo de 

metapopulações (Begon et al. 2006). Outras conseqüências importantes da fragmentação 

são o isolamento reprodutivo e a diminuição da diversidade genética nas populações, que 

aumenta ainda mais o risco de extinção devido ao declínio na aptidão dos indivíduos 

(Harrison & Hastings 1996, Williams et al. 2003, Schmitt & Hewitt 2004, Scribner et al. 

2005). A determinação dos efeitos da estrutura da paisagem na estrutura espacial das 

populações pode levar a um teste mais preciso das teorias genéticas de população e nos 
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permite predizer os impactos das mudanças antropogênicas na paisagem na integridade 

genética das espécies (Keyghobadi et al. 1999, Harper et al. 2003, Schmitt & Hewitt 2004). 

 

Borboletas como sistemas-modelo 

 O vasto conhecimento da biologia e ecologia de Lepidoptera tem levado à utilização 

extensiva de muitas espécies de borboletas como sistemas-modelo de dinâmica 

populacional e genética de espécies ameaçadas pela fragmentação e perda de habitat 

(Harper et al. 2003). Estudos realizados com marcadores moleculares de alta resolução têm 

mostrado, mesmo em pequena escala espacial (Parnassius smintheus, [Keyghobadi et al. 

1999, 2005], Parnassius apollo [Lushai et al. 2000], Synemon plana [Clarke & O'Dwyer 

2000]), como um ambiente altamente fragmentado pode levar à diminuição do fluxo gênico 

entre manchas de habitat e, conseqüentemente, ao aumento de diferenciação genética entre 

populações. A variabilidade genética – intra ou interpopulacional – é geralmente mais 

afetada em manchas menores de habitat ou em populações com um número menor de 

indivíduos (Polyommatus coridon [Schmiit & Seitz 2002, Krauss et al. 2004]). Algumas 

espécies com maior grau de movimentação são mais susceptíveis à fragmentação (Speyeria 

idalia, Nymphalidae, Williams et al. 2003; Aglais uticae, Nymphalidae, Vandewoestijne et 

al. 1999), o que resulta em uma maior diferenciação genética interpopulacional, uma vez 

que esses organismos têm seu fluxo gênico comprometido. Entretanto, apesar de tanta 

informação a respeito da relação fragmentação-diversidade genética em borboletas, muitos 

desses estudos têm sido realizados em ambientes temperados (Debinski 1994, Keyghobadi 

et al. 1999, Krauss et al. 2004, Vandewoestijne et al. 2004). Até o momento, poucos são os 
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estudos deste tipo realizados com borboletas no continente americano, em particular na 

Mata Atlântica – bioma altamente fragmentado e considerado como hotspot de 

biodiversidade, sendo uma área prioritária para conservação (Myers et al. 2000). 

 Significativa porção da Mata Atlântica brasileira existe hoje em forma de 

fragmentos, com poucas áreas contínuas. Boa parte dos estudos em ecologia no Brasil tem 

se voltado para as conseqüências da fragmentação sobre ecossistemas naturais, em especial 

aqueles de Mata Atlântica. Estimativas recentes mostram que restam apenas 5% de floresta 

na Mata Atlântica nordestina, nome dado à extensão de floresta sazonal localizada ao norte 

da foz do São Francisco (Silva & Casteleti 2003). Provavelmente, o terreno com poucos 

acidentes de relevo e a longa ocupação humana desde o início da colonização do país 

contribuíram para a reduzida taxa de remanescentes nesta região. No entanto, esta é uma 

região muito pouco conhecida cientificamente e com extrema relevância conservacionista 

(Silva & Casteleti 2003). 

 

Borboletas do gênero Heliconius 

 Borboletas do gênero Heliconius (Lepidoptera: Nymphalidae; Kluk 1780) estão 

dentre os organismos tropicais mais bem estudados em ecologia e evolução (Brown Jr. 

1981, Beltrán et al. 2002). São espécies conspícuas comumente encontradas em florestas 

secundárias tropicais e subtropicais úmidas do Novo Mundo (Hang et al. 1993). Sua 

taxonomia é razoavelmente conhecida e uma grande quantidade de informações sobre 

aspectos de sua ecologia encontra-se disponível. Todas as espécies colocam ovos em 

plantas da família Passifloraceae; o ciclo da larva é relativamente curto, com cerca de 20 
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dias entre oviposição e eclosão do adulto. Os adultos podem alcançar até seis meses de 

idade, um período longo de vida em Lepidoptera. Adultos alimentam-se de pólen e néctar, 

sendo uma característica única dentre os Lepidoptera (Gilbert 1972). Esse gênero também 

possui como características um comportamento de área de vida, formação de dormitórios 

noturnos, fabricação de um espermatóforo rico em glicosídeos cianogênicos, 

impalatabilidade a predadores e a existência de um sistema de acasalamento na pupa em 

algumas espécies (Turner 1971, Ehrlich & Gilbert 1973, Gilbert 1975, 1991, Mallet 1986a, 

Brower 1996, Cardoso & Gilbert 2007). Além disso, sua diversidade intra e interespecífica 

de padrões cromáticos nas asas os tornou um modelo clássico no estudo de mimetismo 

(Sheppard et al. 1985, Mallet & Gilbert 1995, Kapan 2001, Joron 2005). A diversidade 

interespecífica deve-se ao mimetismo Mülleriano, mantido através de uma seleção 

normalizadora, enquanto muitas espécies exibem inúmeros polimorfismos geográficos 

intra-específicos (Mallet & Barton 1989, Brower 1996). 

Estudos de dinâmica populacional em Heliconius, utilizando método de marcação e 

recaptura (MR), mostram que as populações se mantêm razoavelmente estáveis ao longo do 

tempo, geralmente em baixas densidades (Gilbert 1991). Indivíduos adultos de Heliconius, 

após um breve período de dispersão, estabelecem-se em áreas onde permanecem pelo resto 

de suas vidas (Mallet 1986b). Assim, populações de Heliconius constituem-se em unidades 

moderamente sedentárias, com pouco movimento de indivíduos, aparentemente como 

resultado do comportamento de “home-range” (Saafeld & Araújo 1981, Mallet 1986b, 

Ramos 1999). Tal comportamento pode ser observado no uso de rotas de forrageio 

específicas pelas quais os indivíduos retornam diariamente às plantas hospedeiras dos 

adultos, que fornecem néctar e pólen, e às das larvas, para oviposição e cópula (Turner 
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1971, Ehrlich & Gilbert 1973), além da fidelidade aos dormitórios (Brown 1981, Mallet 

1986a). Esses comportamentos pressupõem que os indivíduos se deslocam muito pouco, o 

que sugere que o fluxo gênico entre populações separadas geograficamente pode ser baixo.  

Recentemente, com o advento de técnicas moleculares, Heliconius tem se tornado 

um modelo para estudos na linha de evolução e desenvolvimento (“evo-devo”) e estudos de 

biologia evolutiva em irradiação adaptativa (Turner et al. 1979), introgressão genética em 

zonas híbridas (Gilbert 2003, Mallet 2005, Kronforst et al. 2006a, Bull et al. 2006), origem 

evolutiva do mimetismo em diferentes subespécies de H. erato (Brower 1994), 

filogeografia (Brower 1996, Flanagan et al. 2004), diversidade do padrão de coloração das 

asas (Mallet & Joron 1999, Naisbit et al. 2003, Reed & Gilbert 2004, Joron et al. 2006), 

mapa genético (Tobler et al. 2005, Papanicolaou et al. 2005), diversidade de coloração de 

asas (Joron et al. 2006), arquitetura genética (Kronforst et al. 2006b), preferência na 

escolha do parceiro (Kronforst et al. 2006c) e origem evolutiva de acasalamento na pupa 

(Beltrán et al. 2007).   

Apesar da grande variedade de estudos sobre Heliconius, pouco se sabe sobre sua 

estrutura geográfica e dos efeitos da fragmentação na conectividade das populações. Muitos 

dos trabalhos publicados envolvem estudos apenas usando o método MR (Saafeld & 

Araújo 1981, Mallet 1986b, Ramos 1999) e estudos com marcadores moleculares ainda são 

pouco conclusivos. Kronforst & Fleming (2001) examinaram a estrutura genética 

populacional de Heliconius charithonia no sudoeste da Flórida usando aloenzimas e 

encontraram uma baixa diversidade genética ao longo da área e nenhuma evidência de 

subdivisão genética. Outros estudos com os mesmos marcadores genéticos em outras 

espécies de Heliconius também não mostraram nenhuma evidência de diferenciação 
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genética (Turner et al. 1979, Jiggins et al. 1997). Entretanto, Kronforst & Gilbert (2008), 

em estudo utilizando AFLPs – marcadores distribuídos em todo o genoma – encontraram 

diferenciação genética entre populações de seis diferentes espécies de Heliconius da Costa 

Rica. 

Mais estudos com outras populações de Heliconius utilizando mais de um tipo de 

marcador molecular seriam certamente mais elucidativos no estudo da estrutura geográfica 

desse gênero em ambientes fragmentados. Para tal, no presente estudo, usaremos duas 

espécies do gênero Heliconius – H. erato (Linnaeus 1764) e H. melpomene (Linnaeus 

1758) – para avaliar o grau de diversidade genética em populações vivendo em fragmentos 

de Mata Atlântica do Rio Grande do Norte. Em particular, sabe-se pouco sobre a relação 

entre fragmentação e a diversidade genética das populações que vivem nestas manchas de 

habitat (Grativol et al. 2001). Ao prover dados essenciais sobre conectividade e diversidade 

genética em populações naturais, nosso estudo contribui para que gestores ambientais 

tenham mais subsídios no planejamento de recuperação de fragmentos e corredores 

ecológicos (p.ex. Haddad 1999, Hale et al. 2001). Para isto, este estudo usa marcadores 

moleculares altamente variáveis (microssatélites, AFLPs) e DNA mitocondrial, para 

detectar padrões geográficos de estrutura populacional genética dessas duas espécies.  

A ausência de outras espécies deste gênero no estado do Rio Grande do Norte (MZ 

Cardoso, comunicação pessoal, Brown 1974, Flanagan 2004) nos faz suspeitar que os 

fragmentos de matas umbrófilas próximas ao município de Natal representam o limite da 

distribuição, ou, corresponde a sítios além do limite da distribuição de várias espécies, o 

que poderia refletir numa menor diversidade genética devido aos efeitos da fragmentação 

(Bourn & Thomas 2002, Krauss et al. 2004). 
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Espécies em estudo 

Heliconius erato e H. melpomene são espécies co-mímicas pertencentes a dois 

diferentes grupos evolutivos de Heliconius. Essas duas espécies distantemente relacionadas 

exibem um padrão de coloração das asas quase idêntico ao longo de sua distribuição 

geográfica simpátrica nas Américas Central e do Sul, apresentando aproximadamente 30 

diferentes padrões fenotípicos compartilhados dependendo da região geográfica (Brown et 

al. 1974).  Existem duas hipóteses que explicam esse padrão. A clássica descreve que 

ambos sofreram irrradiação adaptativa infragenérica, enquanto a hipótese alternativa 

argumenta que uma maior variabilidade genética em H. erato prediz que esta espécie se 

diversificou antes de H. melpomene, servindo como modelo comimético para esta última 

(Flanagan et al. 2004). 

No Rio Grande do Norte, bem como em toda costa leste brasileira, as subespécies de 

H. erato (H. erato phyllis) e H. melpomene (H. melpomene nanna) apresentam o fenótipo 

“postman” (Figura 1), cujo padrão de cor é predominantemente preto, com faixas 

vermelhas e amarelas. Apesar de parecidas superficialmente, é possível distingui-las pelo 

tamanho, modo de vôo e pela presença de pequenas manchas amarelas sob as asas 

posteriores de H. erato. 

O objetivo geral deste estudo consiste em analisar a estrutura genética e a 

conectividade em populações de Heliconius em fragmentos de Mata Atlântica do Estado do 

Rio Grande. Com este estudo, esperamos evidenciar se: (1) Heliconius erato e Heliconius 

melpomene possuem uma estrutura genética significativa nos fragmentos de Mata Atlântica 

estudados ao medir o fluxo gênico, (2) a estrutura populacional genética dessas duas 
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espécies pode ser afetada pela distância entre fragmentos, (3) existe isolamento pela 

distância (IBD), (4) se pode traçar uma distribuição de haplótipos das populações estudadas 

ao se observar o fluxo gênico materno, (5) existe diferença entre o uso de microssatélites e 

AFLPs no estudo de subduvisão populacional. 

 Figura 1: Espécies de Heliconius do fenótipo postman: H. erato (acima) e H. melpomene (abaixo). 
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Material e Métodos 

Processamento das amostras 

Quando capturado, cada indivíduo recebeu uma identificação correspondente às 

iniciais do fragmento de onde o mesmo foi capturado e o número do indivíduo. Em 

seguida, foi acondicionado em um envelope entomológico (7 x 5 cm; Figura 2) e colocado 

em uma câmara úmida a fim de permitir a sobrevivência das borboletas até o laboratório, 

onde foram mantidas em um freezer (-80oC) até a realização da análise molecular. 

Posteriormente, cada indivíduo teve as asas cortadas e mantidas em seus respectivos 

envelopes, enquanto o restante do corpo (cabeça, antenas, abdômen e tórax) foi colocado 

em um tubo Eppendorf de 1,5 ml com etanol 95%, devidamente marcado e selado com 

Parafilm® (Figura 3). Todos os tubos foram mantidos em geladeira à temperatura de 4ºC 

durante dois dias e, então, transferidos para um freezer comum.  

 

Figura 2: Exemplo de envelope entomológico com os dados do espécime coletado. 
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Figura 3: Espécime em tubo Eppendorf de 1,5 ml preenchido com etanol e devidamente 
marcado.  

Análise molecular 

A fim de realizar o isolamento do DNA, foi utilizado o protocolo Spin-Column da 

Qiagen
® para extração de tecido animal. Primeiramente, 3/5 do abdômen de cada indivíduo 

foram cortados em pequenos pedaços e transferidos para outro tubo Eppendorf de 1,5 ml, 

onde foram adicionados 180 µl de Buffer ATL para lise do tecido animal. Para digestão das 

células do tecido do abdômen, foram adicionados ao mesmo tubo 20 µl de proteinase K 

que, em seguida, foi misturado por vortex e incubado à 56ºC por 3 horas. A cada 1h cada 

um dos tubos teve seu conteúdo devidamente misturado por vortex. 

Após o término do período de incubação, cada tubo teve seu conteúdo novamente 

misturado por vortex por 15 segundos. Para purificação do DNA, foram adicionados 200 µl 

de Buffer AL e 200 µl de etanol absoluto a cada uma das amostras, sendo misturados por 

vortex após cada uma das adições. Com auxílio de micropipeta, cada uma das amostras foi 

transferida para DNeasy Mini spin columns inseridos em tubos de coleta de 2 mL. Todas as 

amostras foram centrifugadas (8000rpm durante 1 minuto) e os tubos de coleta foram 
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descartados. Para precipitação do DNA, cada um dos spin columns foi transferido para um 

novo tubo de coleta, sendo adicionados 500 µl de Buffer AW1 a cada um dos tubos, os 

quais foram centrifugados (8000rpm durante 1 minuto). Os tubos de coleta foram 

novamente descartados e os spin columns novamente transferidos para novos tubos, sendo 

então adicionados 500 µl de Buffer AW2 e levados para a centrífuga (14000rpm durante 3 

minutos). Para diluição do DNA, os spin columns foram transferidos para novos tubos 

Eppendorf de 1,5 ml, aos quais foram adicionados 100 µl de Buffer AE, incubados por 

1min à temperatura ambiente e então centrifugados (8000rpm durante 1 minuto). Para 

obtenção de maior quantidade de DNA, esse procedimento foi repetido mais uma vez. O 

DNA obtido foi quantificado utilizando o espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 e 

mantido sob duas formas: DNA estoque (amostras estocadas a -80ºC); e DNA de bancada 

(DNA estoque diluído na proporção 1:1; 25 µl do DNA estoque em 25 µl de H2O miliQ, 

mantidos a 4 ºC), o qual foi utilizado para obtenção de marcadores moleculares 

(microssatélites e AFLPs) e seqüenciamento de mtDNA. 

 

Microssatélites 

 Microssatélites são repetições em tandem de 1-6 nucleotídeos encontradas em alta 

freqüência nos genomas nucleares de muitos organismos, incluindo insetos (Goldstein et al. 

1995, Zhang 2004, Selkoe & Toonen 2006). Consistem de seqüências curtas – geralmente 5 

a 40 repetições – que se encontram aleatoriamente distribuídos ao longo do genoma 

(nDNA, cpDNA e mtDNA) e o tamanho de cada uma das repetições pode chegar a cerca de 

500 pb (Lowe et al. 2004). Também referidos na literatura como STRs (short tandem 
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repeats), SSR (simple sequence repeats) e VNTR (variable number tandem repeats), os 

microssatélites são marcadores moleculares co-dominantes (nos permitem distinguir 

homozigotos de heterozigotos) que possuem aplicações em estudos de estrutura genética 

populacional (Jarne & Lagoda 1996, Roderick 1996, Lowe et al. 2004). Sua 

hipervariabilidade deve-se à alta taxa de mutação comparada a outras regiões neutras do 

DNA, sendo cerca de 10-3 ou 10-4 por locus por gameta por geração (Avise 2004). A enzima 

responsável pela amplificação do DNA, a DNA polimerase, pode adicionar uma cópia extra 

dos nucleotídeos, levando a uma versão modificada do microssatélite que pode ser passada 

para a geração subseqüente (Roderick 1996). Ao longo do tempo, uma determinada 

população poderá manter uma variedade de microssatélites que é característica daquela 

população e distinta de outras populações com as quais a mesma não intercruza. Esses 

marcadores ocorrem em partes não-codificantes do DNA, mas próximos a regiões 

codificantes conhecidas (Loxdale & Lushai 1998, Lowe et al. 2004, Zhang 2004), as quais 

servem como modelos para os primers.  

 Uma vez que se encontram amplamente dispersos em genomas eucarióticos, são 

hipervariáveis, codominantes e podem ser facilmente amplificados utilizando a técnica de 

PCR (Selkoe & Toonen 2006), os microssatélites têm sido utilizados amplamente em 

diferentes áreas, tais como medicina forense, no diagnóstico e identificação de doenças em 

humanos, em estudos de estrutura populacional (Harper et al. 2003, Ji et al. 2003, 

Koopman et al. 2007) e na biologia da conservação (Rowe & Beebee 2007, Underwood et 

al. 2007).  

 Apesar de notoriamente complicados para se obter em Lepidoptera (Zhang 2004), já 

existem vários microssatélites disponíveis para estudos populacionais em Heliconius 
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(Flanagan et al. 2002, Jiggins et al. 2005, Kapan et al. 2006, Mavárez & González 2006). 

Para obtenção de microssatélites no presente estudo, o DNA extraído de cada um dos 282 

espécimes foi amplificado pela técnica da PCR, utilizando-se primers de microssatélites 

característicos de Heliconius (Flanagan et al. 2002, Mavárez & González 2006). Os 

espécimes das diferentes espécies foram amplificados usando diferentes pares de primers, 

selecionados após testes com vários primers disponíveis. Aqueles que obtiveram uma 

melhor amplificação foram utilizados neste estudo. 

As PCR foram realizadas em 96-well plates, adicionando-se: 1 µl de Buffer de PCR 

10X (Tris-HCL 200 mM, pH 8,4; KCl 500 mM), 0,2 µl de dNTP 0,56 mM, 1 µl de MgCl2 

2 mM, 0,1 µl de Taq DNA polimerase recombinante 10U, 1 µl de DNA 100 ng, 1 µl de 

primer senso, 0,5 µl de primer anti-senso, 1 µl de primer marcador – o qual se adapta aos 

demais primers com o intuito de evidenciar os tamanhos dos microssatélites (todos diluídos 

em H2O MilliQ na proporção 1:100) e H2O MilliQ para um volume final de 10 µl. O 

programa de termociclagem para amplificação foi conduzido em termociclador PTC-225 

DNA Engine Tetrad™ Cycler, Bio-Rad®, onde inicialmente o DNA foi desnaturado a 96oC 

por 6 minutos. Em seguida, houve 30 ciclos de desnaturação-anelamento-extensão com 

desnaturação realizada a 92oC por 20 segundos, anelamento a 55oC por 30 segundos e 

extensão a 72oC por 30 segundos, com extensão final a 72oC por 20 minutos. 

Posteriormente, as amostras de DNA amplificado foram preparadas para genotipagem. 

 Para tal, foram utilizados 96-well sequencing plates, adicionando 8,5 µl de hi-di 

Formamide, 0,5 µl de marcador fluorescente GENESCAN-500 ROX (para visualização dos 

microssatélites no sequenciador) e 1 µl de DNA amplificado a cada um dos poços. A fim de 
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separar as duplas hélices de DNA, as amostras foram submetidas a um choque térmico 

(95ºC por 5 minutos e então 0ºC por 5 minutos) e levadas para seqüenciador (96 capillary 

ABI3730xl Genetic Analyzer) para visualização de possíveis polimorfismos (de ausência ou 

presença de fragmentos e seus respectivos tamanhos). Após a genotipagem, os resultados 

foram visualizados utilizando-se o software ABI GeneMapper®, onde foi observado quais 

indivíduos eram homozigotos ou heterozigotos para cada um dos microssatélites e também 

suas respectivas posições no genoma (em pares de base).  

 

 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

A técnica de AFLP produz um grande número de marcadores polimórficos que se 

encontram distribuídos ao longo do genoma, sendo uma ferramenta muito útil para análises 

em genética populacional (Mueller & Wolfenbarger 1999). Apesar de serem mais 

numerosos que os microssatélites no genoma, os AFLPs possuem um menor nível de 

polimorfismo, característica que os faz serem menos aceitos em estudos de fluxo gênico. 

Diferentemente dos microssatélites – cujos primers são espécie-específicos, os primers 

utilizados são universais, o que torna maior o risco de contaminação cruzada (Selkoe & 

Toonen 2006). Entretanto, sua utilidade é de suma importância em estudos de diversidade 

genética, diferenciação populacional e hibridização (Lowe et al. 2004). Os AFLPs possuem 

herança dominante, uma vez que esta técnica mostra apenas a presença ou ausência de 

fragmentos de restrição ao invés de evidenciar o tamanho de fragmentos (Loxdale & Lushai 

1998). O procedimento básico envolve a digestão de DNA genômico com duas enzimas de 

restrição (uma mais comum e outra mais rara), endonucleases com um sítio de 
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reconhecimento de 4 e 6pb, levando à produção de fragmentos de restrição. Tais 

fragmentos, por sua vez, são anelados a adaptadores dupla-hélice de seqüência conhecida 

(uma seqüência principal e outra de uma enzima específica) e, então, biotinilados de modo 

que a reação em cadeia da polimerase (PCR) subseqüente amplifique apenas parte dos 

fragmentos (Avise 2004). Essa amplificação constitui em um processo de grande 

seletividade, onde na primeira fase – dita amplificação pré-seletiva – os primers são 

complementares aos adaptadores, mas possuem um par de bases adicional. A segunda 

amplificação – dita seletiva – utiliza o produto de PCR da amplificação pré-seletiva como 

template para amplificação com primers seletivos que são idênticos aos pré-seletivos, com 

exceção da adição de uma a três bases seletivas adicionais e também um marcador 

fluorescente ou radiativo (Lowe et al. 2004). O objetivo de tal processo seletivo é o de 

reduzir o número de fragmentos que serão detectados pelo seqüenciador. 

No presente estudo, para a geração dos marcadores foi utilizado o PE Applied 

Biosystems AFLP plant mapping kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), os quais 

foram separados com um ABI Prism 3100 genetic analyzer (PE Applied Biosystems).  

Quatro combinações de primers seletivos foram utilizados para gerar os fragmentos: 

EcoRI-ACT/MseI-CAT, EcoRI-ACT/MseI-CTG, EcoRI-ACA/Msel-CAT e EcoRI-

ACA/MseI-CTG. 

Para obtenção de AFLPs, foi preparado um master mix enzimático com 0,1 µl de 

Buffer 10x T4 DNA ligase, 0,1 µl de NaCl 0,5 M, 0,05 µl de BSA 1 mg/mL, 0,1 µl de Msel 

(a 1.000 unidades/mL), 0,05 µl de EcoRI (a 100.000 unidades/mL) e 0,1675 µl de T4 DNA 

ligase (a 400.000 ceUs/mL) e 0,4325 µl de H2O Milli-Q por amostra. As amostras foram 
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preparas em 96-well plates e então submetidas a spin em microcentrífuga e estocadas por 

no máximo 2 horas. Para as reações de restrição-ligação, foram adicionados, por amostra, 1 

µl de Buffer 10x T4 DNA ligase, 1 µl de NaCl 0,5 M, 0,5 µl de BSA 1 mg/mL, 1 µl de 

Msel adaptor, 1 µl de EcoRI adaptor, 2,5 µl de H2O Milli-Q, 1 µl do master mix 

enzimático preparado previamente e 3 µl  de DNA. As amostras foram misturadas, levadas 

à microcentrífuga por 10 segundos e então encubadas a 37ºC por 3 horas em termociclador 

(PTC-225 DNA Engine Tetrad™ Cycler, Bio-Rad®). Para diluição das reações de restrição-

ligação, foram adicionados 100 µl de Buffer TE0,1 a cada uma das amostras.  

Posteriormente, para cada amostra, foi realizada uma amplificação pré-seletiva 

combinando 0,5 µl de primers de pré-amplificação para AFLP, 7,5 µl de core mix de AFLP 

e 2 µl de DNA diluído preparado durante reação de restrição-ligação. As amostras foram 

então levadas ao termociclador sendo submetidas a 72oC por 2 minutos e a 20 ciclos de 

desnaturação-anelamento-extensão com desnaturação realizada a 94oC por 20 segundos, 

anelamento a 56ºC por 30 segundos e extensão a 72oC por 2 minutos e uma extensão final a 

60oC por 30 minutos. Para realização de amplificação seletiva, a cada uma das amostras 

foram adicionados 100 µl de Buffer TE0,1, das quais 1,5 µl foram misturados a 0,5 µl de 

Dye-primer-Axx de EcoRI a 1 µΜ,  0,5 µl de primer-Cxx de Msel a 5 µM e 7,5 µl de core 

mix de AFLP. As amostras foram levadas a termociclador e submetidas a desnaturação 

inicial a 94ºC por 2 minutos e então a 35 ciclos de desnaturação-anelamento-extensão, onde 

nos primeiros 10 ciclos, a desnaturação foi realizada a 94oC por 20 segundos; no primeiro 

ciclo de anelamento, a temperatura foi de 66oC por 30 segundos, diminuindo 1oC a cada 

ciclo (touchdown) e chegando a 57oC no décimo ciclo; a extensão foi de 72oC por 2 

minutos. Os 25 ciclos restantes foram de 94oC por 20 segundos, 56oC por 30 segundos e 
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72oC por 2 minutos. Em seguida, houve uma extensão final a 60oC por 30 minutos. As 

amostras foram mantidas a 4º C em geladeira após amplificação. 

Para genotipagem dos produtos obtidos, foram combinados para cada amostra 0,4 µl 

de marcador fluorescente GENESCAN-500 ROX, 6,6 µl de hi-di Formamide e 3 µl do 

produto de reação de amplificação seletiva em um 96-well plate para seqüenciamento. As 

amostras foram submetidas a um choque térmico (95ºC por 5 minutos e então 0ºC por 2 

minutos) e levadas para seqüenciador (96 capillary ABI3730xl Genetic Analyzer) para 

visualização de possíveis polimorfismos (de ausência ou presença de fragmentos e seus 

respectivos tamanhos). Após seqüenciamento, os resultados foram visualizados utilizando-

se o software ABI GeneMapper®,, através do qual foi observada a presença ou ausência dos 

fragmentos (AFLPs) em todos os indivíduos.  

 

 

DNA mitocondrial (mtDNA) 

O DNA mitocondrial tem sido utilizado como marcador molecular em uma gama de 

estudos taxonômicos e de estrutura populacional (Roderick 1996, Loxdale & Lushai 1998, 

Sperling 2003), incluindo também mimetismo em Heliconius (Brower 1996). Essa 

versatilidade de aplicações deve-se à falta de recombinação (Simon et al. 1994) e à rápida 

evolução do mtDNA, o qual pode sofrer mutação cerca de 20 vezes mais rápido que o DNA 

nuclear devido à ineficiência nos mecanismos de reparo (Brown et al. 1979), permitindo 

diferenciar os indivíduos até o nível de subespécie. Outra vantagem da utilização do 

mtDNA é a de que o mesmo é mais numeroso que o DNA nuclear, sendo, portanto, mais 
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fácil de ser detectado em amostras mais antigas (Loxdale & Lushai 1998). A herança 

matrilinear do mtDNA permite que esse marcador seja utilizado na indicação do fluxo 

gênico materno (Avise 2004, Scribner et al. 2005). Além disso, isso significa dizer que o 

mtDNA possui um quarto (¼) do tamanho populacional efetivo de um gene autossômico, 

sendo mais susceptível a gargalos (bottlenecks) (Sperling 2003) e, assim, significativo em 

estudos de caráter conservacionista. 

Na ordem Lepidoptera e em outros taxa em que as fêmeas são o sexo 

heterogamético, o mtDNA possui uma importância maior como marcador genético. Nestes, 

os efeitos da regra de Haldane significam que as fêmeas são o sexo preferencialmente 

eliminado em interações híbridas interespecíficas. Portanto, o mtDNA seria 

desproporcionalmente eliminado em tais interações e esse marcador seria um melhor 

marcador para se investigar fronteiras entre espécies (Sperling 2003). 

Seqüenciamos uma região do mtDNA de 1600 pares de base incluindo a região final 

3’ da subunidade I do gene da citocromo oxidase (COI), o gene da leucina tRNA e toda a 

subunidade II do gene da citocromo oxidase (COII) usando a técnica da PCR (Béltran et al. 

2002). Esse fragmento teve sua identidade confirmada ao ser comparado a seqüências de 

Drosophila yakuba (GenBank X03240) e foi escolhido para o presente estudo por ser uma 

seqüência menos sujeita a deleções e inserções, o que torna mais fácil fazer o alinhamento 

de todas as seqüências e de proceder com a análise filogenética (Brower 1996). A região foi 

amplificada em duas partes usando os primers externos (25nm DNA Oligo) C1-J-2183 e 

TL2-N-3014 para COI e C1-J-2783 e C2-N-3812 para COII (Simon et al. 1994). As PCR 

foram realizadas em 96-well plates, adicionando-se: 1 µl de Buffer de PCR 10X (Tris-HCL 
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200 mM, pH 8,4; KCl 500 mM), 0,2 µl de dNTP 0,56 mM, 1 µl de MgCl2 2 mM, 0,1 µl de 

Taq DNA polimerase recombinante 10U, 1 µl de DNA 100 ng, 0,4 µl  de BSA, 1 µl de 

primer senso e µl de primer anti-senso (diluídos em H2O MilliQ na proporção 1:100) e H2O 

MilliQ para um volume final de 10 µl. O programa de termociclagem para amplificação foi 

conduzido em termociclador (PTC-225 DNA Engine Tetrad™ Cycler, Bio-Rad®), onde 

inicialmente o DNA foi submetido a 5 ciclos de 48oC por 45 segundos e 72oC por 1 minuto. 

Em seguida, houve 30 ciclos de desnaturação-anelamento-extensão com desnaturação 

realizada a 94oC por 45 segundos, anelamento a 52oC por 45 segundos e extensão a 72oC 

por 1 minuto e 30 segundos, com extensão final a 72oC por 4 minutos.  

Posteriormente, as amostras de DNA amplificado foram submetidas à limpeza por 

ExoSAP (0,5 µl de ExoSAP e 1,5 µl de H2O milliQ) e preparadas para seqüenciamento. 

Para tal, foram utilizados seis primers, sendo os quatro primers externos mencionados 

anteriormente adicionando-se dois internos: C1-J-2183, C1-J-2441 e TL2-N-3014 para COI 

e C1-J-2783, C2-J-3297 e C2-N-3812 para COII. Às amostras dispostas em 96-well 

sequencing plates, foram adicionados 1,5 µl de Buffer 5x para seqüenciamento, 1,5 µl de 

BigDye e 3,8 µl do primer da região a ser sequenciada. Esse procedimento foi realizado 

seis vezes com todas as amostras, já que utilizamos seis primers diferentes. As amostras 

foram levadas ao termociclador (37oC por 15 minutos e 80oC por 15 minutos). Antes de as 

amostras serem levadas ao seqüenciador (16 capillary ABI3130xl Genetic Analyzer), foi 

realizada uma limpeza por Sephadex 5%.   
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Introduction 

Landscape structure has a fundamental influence on the distribution of populations, 

affecting their demography and genetics (Roderick 1996). Some populations may be found 

continuously distributed while others are patchily distributed across their range, both of 

which may ultimately lead to some degree of genetic differentiation. Such geographic 

patterns of genetic variation reflect both historical processes such as natural selection and 

contemporary gene flow (Fauvelot & Planes 2002).  

Gene flow determines the potential for genetic differentiation among populations and for 

local adaptation and the spread of novel adaptations (Keyghobadi et al. 2005). In 

butterflies, as in other organisms, the nature and extent of gene flow is largely dependent on 

the mode of reproduction and the mobility of individuals. Species with high vagility may 

disperse over large distances and therefore have an extensive gene flow over large areas 

resulting in more homogeneous populations (eg Haag et al. 1993; Vandewoestijne et al. 

1999, Kronforst & Fleming 2001, Krauss et al. 2004), whereas in species with low vagility 

the effect of restricted dispersal will be evident at fine spatial scales (eg Peterson 1996, 

Williams et al. 2003). Furthermore, gene flow may also be affected by a variety of 

ecological factors such as mating habits, gender-biased dispersal, diet specialisation, habitat 

and population persistence, and environmental factors (Scribner et al. 2005) and geographic 

distance (Ricklefs 2003).  

Extensive studies using molecular markers on butterflies have shown how a highly 

fragmented landscape may result in the reduction of gene flow among patches of habitat 

and, consequently, increase genetic differentiation among populations (Keyghobadi et al. 
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1999, 2005, Lushai et al. 2000, Clarke & O'Dwyer 2000). Intra- and interpopulational 

genetic variability is generally more affected in small patches of habitat and in small 

populations (Polyommatus coridon, Schmitt & Seitz 2002, Krauss et al. 2004). Even 

species with high vagility may exhibit susceptibility to fragmentation (Williams et al. 2003, 

Vandewoestijne et al. 1999), which leads to higher differentiation as a consequence of 

lower gene flow between populations. 

However, even though information on the relationship between fragmentation and genetic 

diversity in butterflies is available, many of these studies have been conducted in temperate 

environments (Debinski 1994, Keyghobadi et al. 1999, Krauss et al. 2004, Vandewoestijne 

et al. 2004). To date, few such studies have been conducted in the Americas, particularly in 

the Brazil’s Atlantic Forest – a highly fragmented biome considered as a hotspot of 

biodiversity, a priority area for conservation (Myers et al. 2000). The Atlantic Forest has an 

extremely diverse and unique mix of vegetation and forest types, and is home for thousands 

of endemic vegetal and animal species. Beginning with sugarcane plantations and later, 

coffee plantations, this region has been losing habitat for the last five hundreds of years. 

Today, with the increased expansion of urban areas, the Atlantic Forest is facing severe 

pressure from the issues tied to urbanization. 

Heliconius butterflies are well studied tropical organisms (e.g. Gilbert 1972, 1991, Brown 

et al. 1974, Mallet 1986a, 1986b, Brower 1996, Beltrán et al. 2002, Kapan et al. 2006, 

Kronforst et al. 2006a, 2006b, Cardoso & Gilbert 2007, Arias et al. 2008). They are 

conspicuous species commonly found in tropical and subtropical secondary forests of the 

New World (Brown et al. 1974). Mark-recapture studies on Heliconius have shown that 

populations remain fairly stable over time, usually at low densities (Gilbert 1991). After a 
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brief period of dispersal, Heliconius adult individuals establish themselves in areas where 

they remain for the rest of their lives (Mallet 1986b). Thus, populations of Heliconius are 

organised in moderately sedentary units, with little movement of individuals, apparently as 

a result of home range behaviour (Saafeld & Araújo 1981, Mallet 1986b, Ramos 1999). 

These behaviours suggest that gene flow among geographically separate populations may 

be low. 

Heliconius erato and H. melpomene are distantly related species belonging to two different 

clades within Heliconius genus. These two co-mimetic species exhibit mimetic 

convergence throughout their sympatric distribution in Central and South Americas, and 

they have undergone mimetic divergence, in parallel, into approximately 30 wing 

phenotypes (Brown et al. 1974). Mimicry evolution in Heliconius has been explained by 

two major hypotheses: the ‘Pleistocene rainforest refugia’ (Brown et al. 1974) and 

‘mimetic advergence’ (Eltringham 1916) hypotheses. Several lines of evidence point that 

the latter hypothesis is the most appropriate to explain mimicry evolution in Heliconius (see 

Kronforst & Gilbert 2008 for details). The mimetic advergence hypothesis predicts that the 

H. erato clade radiated first, establishing the diversity of mimetic wing patterns, and 

subsequently the H. melpomene clade radiated and matched the protected mimetic patterns 

established by the first clade (Flanagan et al. 2004). Striking population subdivision and 

pronounced genetic drift within H. erato clade when compared to H. melpomene clade is 

one of the evidences that H. erato is genetically more prone to diversify first and create 

new mimetic patterns (Kronforst & Gilbert 2008). However, such findings need to be tested 

in Heliconius specimens found in locations other than Central and northern South 

Americas. 
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In spite of the variety of studies on Heliconius, little is known about its geographical 

structure and the effects of fragmentation on the connectivity of populations and the effects 

of the population structure on the dynamics of mimicry evolution. Most of the studies 

employ mark-recapture methods to infer population structure (Saafeld & Araújo 1981, 

Mallet 1986b, Ramos 1999), which may not be reliable to estimate rates of dispersal and 

genetic differentiation among small and remote populations. Studies with molecular 

markers on Heliconius are still inconclusive. Kronforst & Fleming (2001) analysed the 

population genetic structure of highly vagile Heliconius charithonia using allozymes and 

found low genetic diversity and no evidence of genetic subdivision. Additional studies 

employing allozymes have shown no evidence of genetic differentiation for other 

Heliconius species (Turner et al. 1979, Silva & Araújo 1994, Jiggins et al. 1997). However, 

Kronforst & Gilbert (2008) have found genetic differentiation among populations of six 

different species of Heliconius in Costa Rica using AFLPs. Therefore, the question remains 

not fully answered; additionally, fragmentation is a big issue that has not been yet entirely 

addressed in studies on Heliconius. 

We had two motivations for this study. Firstly, we wanted to compare the population 

structure of Heliconius erato and Heliconius melpomene given the highly fragmented 

Atlantic Forest habitat. Secondly, studying population structure of co-mimics could give us 

insights into the dynamics of mimicry evolution. In this study we analysed the spatial 

structure and connectivity of populations of Heliconius butterflies in a highly fragmented 

landscape of the Brazilian Atlantic Forest using microsatellites, AFLPs and mitochondrial 

DNA as molecular markers. Particularly, we analysed whether populations of H. erato and 

H. melpomene are genetically structured throughout the studied fragments. For this, we 
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estimated patterns of gene flow, genetic differentiation (FST) and the degree of isolation by 

distance (IBD) among populations of each species. Also, we inferred maternal gene flow in 

order to search for evidences of phylogeographic patterns within the Heliconius genus. 

 

Materials and methods 

Sample collection 

Between January 2007 and January 2008, we collected Heliconius erato and Heliconius 

melpomene adult specimens from various populations throughout the State of Rio Grande 

do Norte, Northeastrn Brazil (Fig. 1). Our data consisted of 136 H. erato from 8 locations 

and 146 H. melpomene from 7 locations, with distance between sites ranging from 3 to 314 

km. Seven sites were remnant patches of coastal Atlantic Forest and one in a cooler habitat 

island 645 m above sea level in the semi arid Caatinga scrub (Table 1).  

Butterflies were transported live to the laboratory, where they were frozen and stored at -80 

oC until processing for molecular analysis. Total genomic DNA was extracted from one-

third of the abdomen of each butterfly using a DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA).  

Microsatellite analysis 

We performed an initial screen of fourteen microsatellite loci: nine (Hel02, Hel04, Hel05, 

Hel08, Hel10-13, Hel15) described by Flanagan et al. (2002), three (Hm06, Hm08, Hm16) 

described by Jiggins et al. (2005), one (He-Ca-001) described by Tobler et al. (2005) and 

one (Hm22) described by Mavárez & González (2006). Loci Hel02, Hel10, Hel12, Hel13 

and Hm06 were tested only in H. melpomene samples, Hel04, Hel08, Hel15, Hm08, Hm16, 
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Hm22 and He-Ca-001 only in H. erato, while Hel05, Hel11 were screened in both species. 

The primers with best amplification (Hel02, Hel05, Hel08, Hel10-13, Hm16, and Hm22) 

were selected (see Table 2 for details). 

Amplifications were performed in a 10 µL reaction volume containing at least 100 ng of 

genomic DNA template, 25Nm tailed-forward primer and 25Nm universal end-labelled 

primer, 12.5Nm reverse primer, 0.56 mM dNTP, 10U Taq polymerase, 2 mM MgCl2, 10 x 

PCR buffer (200 mM Tris-HCL pH 8.4, 500 mM KCl) and MilliQ water. Loci were 

amplified by PCR using a PTC-225 DNA Engine Tetrad Cycler, Bio-Rad. The cycling 

conditions for all loci began with an initial 6 min denaturation at 96oC followed by 30 

cycles of 20s denaturation at 92oC, 30 s at an optimum annealing temperature for each 

primer pair, and 30 s extension at 72oC, and concluded with a 20 min final extension at 

72oC. Annealing temperatures are listed in Table 2. Fluorescent-labelled PCR products 

were separated by an ABI3730xl Genetic Analyser and sized and scored using ABI 

GeneMapper software v. 3.7. 

We identified allele peak profiles at each locus and assigned each individual a genotype, 

with alleles designated by their size in base pairs. For each locus at each site, genotypic 

frequencies were tested for conformity to Hardy-Weinberg equilibrium. Allele frequencies 

and the number of alleles per population per locus (A), expected heterozygosity (HE), 

observed heterozygosity (HO), and the number of polymorphic loci were calculated 

according to Nei (1986) and carried out using ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005). Gene 

diversity was calculated and AMOVA-based (Excofier et al. 1992) pairwise fixation index 

(FST) was estimated using ARLEQUIN 3.0. Mantel tests, also implemented with ARLEQUIN 
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3.0, were used to test each species for isolation by distance (IBD), or a correlation between 

pairwise genetic and straight-line geographical distances (Hutchinson & Templeton 1999). 

Genetic clustering was inferred using STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000). 

AFLPs analysis 

We genotyped each individual with amplified fragment length polymorphisms using the PE 

Applied Biosystems AFLP plant mapping kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA.) 

and we separated fragments with an ABI3730xl Genetic Analyser, according to Kronforst 

& Gilbert (2008). Three selective primer combinations were used to generate fragments; 

EcoRI-ACT/MseI-CAT, EcoRIACT/MseI-CTG and EcoRI-ACA/MseI-CTG. We sized and 

scored AFLP fragments using ABI GeneMapper® software v. 3.7. Genotype frequencies 

were tested for conformity to Hardy-Weinberg equilibrium. The number of polymorphic 

loci was calculated according to Nei (1986) and carried out using ARLEQUIN 3.0 (Excoffier 

et al. 2005). Gene diversity was calculated and AMOVA-based pairwise fixation index 

(FST) was estimated using ARLEQUIN 3.0. Mantel tests, also implemented with ARLEQUIN 

3.0, were used to test each species for isolation by distance (IBD), or a correlation between 

pairwise genetic and straight-line geographical distances (Hutchinson & Templeton 1999). 

Genetic clustering was inferred using STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000). 

Mitochondrial DNA analysis 

An approximately 1600 bp region of the mitochondrial DNA, spanning the 3’ end of COI, 

leucine tRNA, and COII was amplified from all individuals genomic DNA using 

polymerase chain reaction (PCR). This region was amplified in two parts using primers C1-

J-2183 and TL2-N-3014 for COI and C1-J-2783 and C2-N-3812 for COII (Béltran et al. 
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2002). Amplifications were performed in a 10 µL final reaction volume containing 100 ng 

of genomic DNA template, 25nM forward primer, 25nm reverse primer, 0.56 mM dNTP, 

10U Taq polymerase, 2 mM MgCl2, 10 x PCR buffer (200 mM Tris-HCL pH 8.4, 500 mM 

KCl), BSA and MilliQ water. Sequences were amplified by PCR using a PTC-225 DNA 

Engine Tetrad Cycler, Bio-Rad. The cycling conditions began with 5 cycles of 45 s at 48oC 

and 4 cycles of 1 min at 72oC, 30 cycles of 45 s denaturation at 94oC, 45 s annealing at 

52oC, and 1 min extension at 72oC, and concluded with a 4 min final extension at 72oC. 

The PCR products were cleaned using ExoSAP (USB Copr.) and then sequenced using the 

four external primers and two internal primers: C1-J-2441 for COI and C2-J-3297 for COII. 

The 8.8-µl cycle sequence reaction mixture contained 2 µl purified DNA template, 1.5 µl 

sequence buffer 5X, 1.5 µl BigDye and 3.8 µl primer. The cycle profile was 37oC for 15 

min and 80oC for 15 min. Products were cleaned with Sephadex 5% then sequenced by an 

ABI3730xl Genetic Analyser. Sequences were edited and base called using BIOEDIT (Hall 

1999) and SEQUENCHER
 3.1 (Gene Codes Corporation, Inc.). Following the verification of 

each sequence for an individual, sequences were aligned in BIOEDIT. 

AMOVA-based pairwise FST was estimated using ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005). 

Mantel tests, implemented in ARLEQUIN 3.0, were used to test each species for isolation by 

distance (IBD). Haplotype networks within species were constructed using TCS (Clements 

et al. 2000), neighbour-joining trees were constructed with MEGA (Tamura et al. 2007). 
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Results 

Differentiation among populations 

Based on microsatellites and AFLP data Heliconius melpomene exhibited more genetic 

differentiation than Heliconius erato (Tables 3, 4 and 5), even though the FST value for H. 

erato was not significant for microsatellites data. However, for mitochondrial DNA, H. 

erato populations showed more genetic differentiation than H. melpomene (Table 3). Also, 

we found no isolation by distance effect among populations of any of the two species with 

any of the molecular markers used (Table 3). 

Population structure analyses with STRUCTURE shows that all eight H. erato populations are 

genetically grouped as one population only. For microsatellites, highest likelihood values 

are around -4132.1 (for K=1) while for K=2 to K=10, likelihood values vary from -4796.8 

to -4216.8 with no structuring, i.e. genetic variation is distributed equally throughout all 

individuals from all populations. For AFLP, highest likelihood values are around -60734.9 

while for K=2 to K=10, likelihood values vary from -83272.5 to -60651.5 (-60734.9 was 

chosen over -60651.5 since for the latter value, there was no structuring). All seven H. 

melpomene populations are grouped as three distinct genetic populations. For 

microsatellites, highest likelihood values are around -1441.3 (for K=3) while for other K 

values, likelihood values vary from -1698.2 to -1424.7 (-1441.3 was chosen over -1424.7 

since for the latter value, there was no structuring).  For AFLP, highest likelihood values 

are around -19993.9 (K=3) while for other K values, likelihood values vary from -56678.4 

to -19334.6 (also, for this value there was no structuring). 
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Heliconius melpomene showed the lowest haplotypic diversity and the less variable 

nucleotide diversity. Fifteen unique mtDNA haplotypes were identified in H. melpomene, 

with 15 polymorphic sites, among which 11 were singleton, and 4 parsimony informative 

sites. Mean pairwise sequence divergence among haplotypes was 0.2. Twenty-seven unique 

mtDNA haplotypes were identified in H. erato with 65 polymorphic sites, being 27 

singleton, and including 38 parsimony informative sites. Mean pairwise sequence 

divergence among haplotypes was 1.2%. 

Unrooted parsimony networks of haplotypes (Fig 2) show that 64% of the H. melpomene 

individuals sampled from all populations share the same haplotype. The other four most 

common haplotypes are shared by 11%, 8.3%, 7.6% and 1.4% of the individuals, 

respectively, whereas all other individuals had unique haplotypes. For H. erato, we 

observed two unlinked networks. The most representative network show that 49% of the H. 

erato individuals sampled, especially from CTL, CTR, JND and JQ populations, share the 

same haplotype. Two haplotypes were not linked to any of the two networks. Most of the 

individuals with unique haplotypes of both species are from the CTR population. Forty 

percent of H. erato and 19% of H. melpomene sampled from CTR have unique haplotypes, 

which might mean that this population is a source of new haplotypes. 

We constructed neighbour-joining haplotype trees (Fig 3) for each species. Inspection of 

the trees reveals only one group in the H. melpomene. This is consistent with the lack of 

population structure from the FST analysis of mtDNA. Also, for H. erato, haplotypes from 

all populations are grouped into two different clusters. However, three haplotypes (E3, E10 
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and E18) which were present in each of three populations (PP, FNL, CTL, respectively) 

could not be classified into any of the two groups. 

 

Discussion 

Population subdivision and local genetic drift are still an incognita in Heliconius butterflies 

system. Kronforst & Gilbert (2008) found striking population subdivision in H. erato and 

H. melpomene populations from Costa Rica, especially in H. erato, using AFLP as 

molecular markers. Our initial expectations were that the populations studied here would 

present the same pattern once (a) Heliconius individuals are moderately sedentary, (b) high 

fragmentation in Brazil’s Atlantic Forest disconnects habitats patches, and (c) the more 

distant population, Martins, would be different from all other populations. 

In the present study, we found a different pattern. Over the geographical range from which 

we collected the specimens, overall differences among populations of H. erato were 

significant yet little when based on AFLP markers. For mitochondrial DNA, this 

subdivision was striking. In H. melpomene populations, we found overall population 

subdivision based on microsatellites and AFLP only. The first was little yet significant and 

the latter was striking and even comparable to the population subdivision found by 

Kronforst & Gilbert (2008) among the Costa Rican populations.  

Significant pairwise FSTs estimates as high as 0.05, 0.18 and 0.11 (microsatellites, AFLP 

and mitochondrial DNA respectively) were found in H. melpomene. In H. erato, such 

estimates were as high as 0.03, 0.05 and 0.58. Studies on population structure based on 



 

50 

microsatellites (Blum 2002) and AFLP (Kronforst & Gilbert 2008) found, respectively, 

pairwise FSTs equivalent to 0.23 and 0.13 in H. melpomene in Central America. In H. erato, 

estimates as high as 0.08 and 0.21 were found based on the same markers. Thus, in the 

present study, population structure based on microsatellites has been shown to be lower 

than results found in Central America. Data based on AFLP has shown to be lower in H. 

erato but equivalent in H. melpomene when compared to Kronforst & Gilbert (2008).  

In Central America, H. erato is generally more structured than H. melpomene. In our study, 

we found the opposite pattern; Heliconius melpomene is clearly more structured than H. 

erato, except for mtDNA data. First records on the presence of Heliconius butterflies in Rio 

Grande do Norte (Brazil, South America) were published by Brown (1974) but little is 

known about the colonization history of this genus. In Brazil, H. erato is more widespread 

than its co-mimic, H. melpomene (Brown 1974). Indeed, in the studies fragments in Rio 

Grande do Norte, H. erato is more widely distributed than H. melpomene. However, H. 

melpomene is more abundant than H. erato in three of the other seven fragments. This 

superiority in abundance, higher levels of genetic variation and genetic structure might 

indicate the possibility that H. melpomene colonised some fragments first than H. erato. 

In H. melpomene, JQ and PP populations were the most differentiated. JQ fragment is one 

of the largest Atlantic Forest reminiscents in Rio Grande do Norte, whose area comprises 

80 ha located next to Pitimbu River. Observations in this fragment have shown that H. 

melpomene is more numerous in the area next to the river while H. erato can be easily 

found in drier areas of the fragment (MZC, personal communication). PP fragment 

comprises 120 ha of a very fragmented but still humid Atlantic Forest reminiscent located 
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next to Pipa Beach. For H. erato, FLN and JND populations were the most differentiated. 

FLN is a very humid 108 ha fragment where we found five times more H. melpomene 

specimens than H. erato. The small number of H. erato samples might be the reason why 

this population is highly differentiated from others for microsatellites and AFLP markers. 

The JND fragment from where we collected some specimens comprises 12 ha of a very 

fragmented forest. We collected more than twice the number of H. erato than H. 

melpomene.  

Based on AFLP markers, MRT population, the western and more distant population where 

we found only H. erato specimens, is similar to the southern population, BF. Even if theory 

predicts that distant populations are genetically differentiated as a result of genetic drift, 

two populations might be similar simply by chance.  

Analysis of mitochondrial DNA variation showed that geographic populations of 

Heliconius in Rio Grande do Norte were not evolutionary distinct. Haplotypes found in H. 

erato are more diverse than in H. melpomene, however they are shared almost by all 

sampled populations. CTR population may be the source of new haplotypes, once most 

unique haplotypes in both species were sampled in this population. The most probable 

explanations is that such unique haplotypes may have undergone single base pair mutations 

– not found in sampled specimens – and may have been passed from CTR to other 

populations through dispersal of individuals.  

Lack of significant pattern of IBD for both species over the studied geographical range may 

be a combination of two different reasons. Firstly, a very high gene flow among the closest 

populations may act as a homogeniser factor so that populations function effectively as one 
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large population. Secondly, distant populations may experience low gene flow or may be 

isolated so that haplotypes frequencies are determined by genetic drift only. Historical 

anthropomorphic occupancy in Northeastern Brazil throughout the last five hundred years 

played an important role in the habitat fragmentation of this region. A significant part of the 

Brazilian Atlantic Forest is highly fragmented with a few continued areas (Silva & Casteleti 

2003). The high fragmentation may have changed the landscape qualitatively and 

quantitatively and, thus, may have been affecting dispersal or migration of Heliconius 

especially among distant fragments. It is unknown how this landscape changing affected 

dispersal, either proximately or evolutionarily, since we do not have data on the 

fragmentation history of the fragments we studied or the surrounded landscape. 

Our results corroborate to other studies on Heliconius butterflies concerning the population 

subdivision and local genetic drift found in this genus. However, the pattern of this 

differentiation varies significantly from the pattern found in studies conducted in Central 

America, where H. erato is generally more differentiated and structured than H. 

melpomene, based on nuclear markers. This different pattern may reflect different 

evolutionary histories of Heliconius species in Northeastern Brazilian Atlantic Forest. A 

better knowledge on geological and forest fragmentation histories in Rio Grande do Norte 

would be invaluable to better elucidate this pattern. 
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Figure 1: Sample locations for each of eight populations, indicated by closed circles. Population 
names and the sample size collected by species are indicated as follow: BF: Baía Formosa (E7, 

M15), CTR: Mata do Catre (E20, M21), CTL: Lagoa do Catre (E25, M24), FLN: Floresta Nacional 
de Nísia Floresta (E5, M25), JND: Escola Agrícola de Jundiaí (E29, M11), JQ: Mata do Jiqui (E23, 

M23), MRT: Martins (E9, M0), PP: Santuário Ecológico de Pipa (E18, M26). E=H. erato and 
M=H. melpomene.
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Table 1 Species and specimens of Heliconius collected in the eight fragments studied in 
Rio Grande do Norte, Brazil. 

Site GPS coordinates H. erato H. melpomene 

N 

JND 5°53'23"S, 35°21'8"W 29 11 
FLN 6°4'59"S, 35°11'1"W 5 25 
MRT 6°5'5"S, 37°53'59"W 9 0 
CTR 5°53'14"S, 35°13'9"W 20 21 
CTL 5°54'25"S, 35°14'17"W 25 24 
BF 6°24'49"S, 35°4'50"W 7 15 
JQ 5o55'33''S, 35o11'42''W 23 23 
PP 6°13'23"S, 35°4'14"W 18 26 

 

 

Table 2 Microsatellite locus used for Heliconius erato and Heliconius melpomene 
specimens collected in the present study. 

    Ta (
o
C) 

Locus Primer sequence (5'-3') Core repeat 
GenBank 

number 
H. erato 

H. 

melpomene 

Hel02 
F: TCAAAATGTTGCAGACCGAG (GA)13(GAAA)2 AF481467 55 - 
R: TGCACTTCATTGTAAGGCGT (GA)2 

Hel05 
F: TGCTGTCCATACCCAACTCA (GA)14CA(GA)4 AF481470 52 55 
R: CGAACTCACAACCATCAGTCA  

Hel08 
F: ACATCTCAGAACTGGTCGGC (CA)14 AF481473 - 55 
R: CTCGATCAGCCGGTGATTAT  

Hel10 
F: TCTCACTTTCCCACACAGCA (CA)7TA(CA)10 AF481475 55 - 
R: TGTGAAGAGACACATGGGGA  

Hel11 
F: TTTCTTTTGAGTCCCGATGG (CA)12 AF481476 55 55 
R: ATCTCAGAACTGGTCGGCAG  

Hel12 
F: CGGCACTTCATGTTTCATTT (TAG)4 AF481477 55 - 
R: GGCATTTGACTTCAGAATGG  

Hel13 
F: ATTTCATAGTAACGCCCTCC (CA)13 AF481478 55 - 
R: TGACTTATCGCTAAGGTCAA  

Hm16 
F: CGGATAGACATTTGTTAAAGTGTG (CA)14 DQ020086 55 55 
R: ACGAGGATGCGGACTACG  

Hm22 
F: CTCGTCCAAACTCCAAAAC (GA)16 

DQ020090 - 52 
R: AACAATGTCACAACCATCGC 

 
 

 
Table 3 Summary of H. erato and H. melpomene populations multilocus estimates of FST and IBD 
(isolation by distance) values for AFLP, microsatellites and mtDNA generated by 1000 
permutations [* P < 0.05, ** P < 0.01, *** < 0.001, (no asterisk) = not significant]. 

 FST IBD (p) 

 H. erato H. melpomene H. erato H. melpomene 

AFLP 0.019*** 0.086*** 0.0414 0.0370 
msats 0.011---- 0.020**- 0.0778- 0.0913- 

mtDNA 0.145*** 0.016--- 0.0077 0.0913 
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Table 4 H. erato populations pairwise, multilocus estimates of FST for AFLP are shown below the 
diagonal, FST for microsatellites above, both generated by 1000 permutations [* P < 0.05, ** P < 0.01, 
*** < 0.001, (no asterisk) = not significant]. 

Pops PP FLN JQ JND CTL CTR MRT BF 

PP 0 -0.0095 0.0160 0.0163 0.0104 0.0151 0.0046 -0.0023 
FLN 0.0117 0 0.0016 0.0046 0.0070 0.0044 -0.0039 -0.0096 
JQ 0.0070** 0.0229** 0 0.0173* 0.0094 0.0154 0.0029 0.0056 

JND 0.0150*** 0.0270* 0.0166*** 0 0.0061 0.0244** 0.0226 -0.0007 
CTL 0.0161*** 0.0223* 0.0204*** 0.0194*** 0 0.0154 0.0051 0.0060 
CTR 0.0306*** 0.0351*** 0.0265*** 0.0297*** 0.0217*** 0 0.0083 0.0108 
MRT 0.0207*** 0.0401*** 0.0170*** 0.0183** 0.0152* 0.0112* 0 0.0011 
BF 0.0206** 0.0536*** 0.0144** 0.0185* 0.0149* 0.0138* 0.0022* 0 

         

Table 5 H. melpomene populations pairwise, multilocus estimates of FST for AFLP are shown 
below the diagonal, FST for microsatellites above, both generated by 1000 permutations [* P < 0.05, 
** P < 0.01, *** < 0.001, (no asterisk) = not significant]. 

Pops PP FLN JQ JND CTL CTR BF 

PP 0 0.0195 0.0291* 0.0239 0.0334* 0.0317* 0.0217 
FLN 0.0395*** 0 0.0245* 0.0093 0.0248* -0.0015 0.0090 
JQ 0.0740*** 0.0732*** 0 0.0190 0.0139 0.0119 0.0260 

JND 0.0457*** 0.0828*** 0.0348** 0 0.0440* 0.0077 0.0278 
CTL 0.0472*** 0.0829*** 0.0728*** 0.0636*** 0 0.0312* 0.0183 
CTR 0.1060*** 0.1164*** 0.1218*** 0.1374*** 0.0458*** 0 -0.0060 
BF 0.1230*** 0.1689*** 0.1818*** 0.1265*** 0.0719*** 0.0625*** 0 

 

Table 6 Standard diversity indices for all populations of  H. melpomene, using mitochondrial DNA. 

Pop. n No. of 
haplotypes 

No. of unique 
haplotypes 

No. of poly- 
morphic site 

Hs; average gene 
diversity ± DS 

PP 26 4 0 3 0.452 ± 0.108 
FLN 26 5 0 5 0.637 ± 0.089 
JQ 23 6 2 6 0.739 ± 0.061 

JND 11 3 0 3 0.345 ± 0.172 
CTL 24 5 3 7 0.435 ± 0.119 
CTR 21 7 4 8 0.667 ± 0.107 
BF 15 5 0 4 0.476 ± 0.154 

 
Table 7 Standard diversity indices for all populations of  H. erato, using mitochondrial DNA. 

Pop. n No. of 
haplotypes 

No. of unique 
haplotypes 

No. of poly- 
morphic site 

Hs; average gene 
diversity ± DS 

PP 18 8 4 41 0.889 ± 0.041 
FLN 5 3 1 40 0.800 ± 0.164 
JQ 23 5 1 29 0.502 ± 0.113 

JND 29 7 3 35 0.515 ± 0.105 
CTL 25 6 2 32 0.533 ± 0.114 
CTR 20 10 7 55 0.758 ± 0.101 
BF 7 5 2 38 0.905 ± 0.103 

MRT 9 4 0 31 0.750 ± 0.112 
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Figure 2: Unrooted parsimony networks of haplotypes of two Heliconius species: H. erato and H. 

melpomene from northeastern Brazil. In each network, ovals represent sampled haplotypes, small 
circles represent unsampled or extinct haplotypes, and lines between haplotypes represent single 
nucleotide substitutions. Names inside ovals indicate locations from which the haplotype was 
sampled, and numbers indicate the number of butterflies carrying the haplotype.  
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Figure 3: Neighbour-joining haplotype consensus trees for H. melpomene e H. erato. Terminal tree 
branches are labelled with haplotypes names (only bootstrap support above 95% is shown).
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Anexos 

Anexo I – Caracterização dos fragmentos de floresta Atlântica usados neste estudo. 

 
Escola Agrícola de Jundiaí (JND) 

 A Escola Agrícola de Jundiaí (5°53'23"S, 35°21'8"W) localiza-se no Município de 

Macaíba, a 19 km de Natal. Possui uma área total de 270 ha, mas sua área de Mata 

Atlântica constitui menos de 70% de sua área distribuídas em pequenos fragmentos. 

Existem dois tipos de vegetação na área: uma mais rasteira e seca, que domina a área, e 

outra mais úmida e densa, confinada a áreas mais próximas a uma lagoa artificial existente 

na área. As coletas nesta área foram realizadas no fragmento maior e mais úmido, que 

possui cerca de 10 ha. Existe um histórico de ocupação na EAJ por pequenos agricultores, 

que têm desmatado parte da área próxima à lagoa para fins de agricultura de subsistência. A 

Escola em si foi criada em dezembro de 1949. 

 

Floresta Nacional de Nísia Floresta (FLN) 

 A FLONA de Nísia Floresta (6°4'59"S, 35°11'1"W) localiza-se no Município de 

Nísia Floresta, a 32 km de Natal. Possui uma área total de 179,96 ha, sendo 40% de plantio 

experimental e 60% de Mata Atlântica. A vegetação é predominantemente de floresta 

subperenifólia, densa e úmida, com solo recoberto por uma camada de húmus. 

  

Martins (MRT) 
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 O Município de Martins (6°5'5"S, 37°53'59"W) localiza-se sobre uma serra a 300 

km de Natal. Possui formação vegetação de caatinga hiperxerófila, com vegetação de 

caráter mais seco, com abundância de cactáceas e plantas de porte mais baixo e espalhadas.  

 

Mata do Catre 

 A Mata do Catre localiza-se na Base Aérea de Natal, no Município de Parnamirim, 

a 13 km de Natal. Possui uma área total de 215 ha, com uma vegetação predominantemente 

úmida e densa, sendo dividida em duas áreas principais: uma próxima ao Rio Pitimbu 

(CTR, 5°53'14"S, 35°13'9"W) e outra próxima a uma lagoa (CTL, 5°54'25"S, 35°14'17"W). 

Esta área foi utilizada pela Aeronáutica pela primeira vez em 1942, quando a Base Aérea 

foi estabelecida. 

 

Mata do Dançarino (BF) 

 A Mata do Dançarino (6°24'49"S, 35°4'50"W) localiza-se no Município de Baía 

Formosa, a cerca de 70 km de Natal e possui cerca de 280 ha. A vegetação é 

predominantemente de floresta subperenifólia, densa e úmida, com solo recoberto por uma 

camada de húmus.  

 

Mata do Jiqui (JQ) 

 A Mata do Jiqui localiza-se na Fazenda Experimental da Empresa de Pesquisa 

Agropecuária do Estado do Rio Grande do Norte (EMPARN) (5o55'33''S, 35o11'42''W), a 

14,6 km de Natal, sendo um dos poucos remanescentes florestais representativos na região 
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de Natal (Cestaro 2002). A mata consiste em um mosaico de mata semidecídua, cercada por 

áreas de agricultura experimental, com plantações de cajueiros e coqueiros. A área 

correspondente ao local onde foram realizadas as coletas do presente concentra as porções 

mais conservadas da mata. A mata do Jiqui apresenta ambientes de borda extremamente 

ensolarados e quentes. As partes mais altas do terreno (setor NW, 51 m a.n.m.) ficam 

gradativamente mais secas ao longo do período mais seco (verão). As partes mais baixas 

(setor SE, 7 m a.n.m.), próximas ao rio Pitimbu, apresentam solos mais úmidos, alagáveis 

no inverno e com solos menos secos no verão. O solo é caracteristicamente arenoso, com 

um perfil de litter fino, mais acentuado nas áreas mais fechadas da floresta (Cestaro 2002). 

As coletas foram realizadas ao longo de toda a área da mata, especialmente em áreas onde 

foi observada uma maior densidade populacional de Heliconius. 

  

Santuário Ecológico de Pipa (PP) 

 O Santuário Ecológico de Pipa (6°13'23"S, 35°4'14"W) localiza-se no Município de 

Tibau do Sul, a 50 km de Natal em uma área de 120 ha de mata. A formação florestal 

ocorrente na região de Pipa é a Floresta Subcadacifólia. Até o início da década de 90 esse 

tipo de floresta, que circundava as áreas de Pipa e Tibau do Sul, formava uma faixa quase 

contínua. Essa vegetação florestal se apresenta bastante descaracterizada, em razão da 

perda da cobertura florestal natural. 
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Anexo II - Lista de indivíduos coletados nos oito fragmentos estudados. 

ID 
extração 

ID 
coleta 

Espécie Sexo Georeferência 
Latitude     Longitude 

PA001 PP01 ERA M   
PA002 PP02 ERA M   
PA003 PP03 ERA M   
PA004 PP04 ERA F   
PA005 PP05 ERA M   
PA006 PP06 ERA F   
PA007 PP07 ERA M   
PA008 PP08 MEL F   
PA009 PP09 ERA F   
PA010 PP10 ERA F   
PA011 PP11 ERA M   
PA012 PP12 ERA M   
PA013 PP13 ERA M   
PA014 PP14 ERA F   
PA015 PP15 ERA F   
PA016 PP16 ERA F   
PA017 PP17 ERA F   
PA018 PP29 ERA F 06°13'24S 35°04'04W 
PA019 PP43 ERA F 06°13'37S 35°03'51W 
PA020 FLN24 ERA F 06°04'59S 35°11'01W 
PA021 FLN25 ERA F 06°04'59S 35°11'01W 
PA022 FLN26 ERA M 06°04'59S 35°11'01W 
PA023 FLN27 ERA F 06°05'08S 35°11'07W 
PA024 FLN31 ERA F 06°04'59S 35°11'02W 
PA025 JQ01 ERA M   
PA026 JQ02 ERA M   
PA027 JQ03 ERA M   
PA028 JQ04 ERA M   
PA029 JQ05 ERA M   
PA030 JQ06 ERA M   
PA031 JQ07 ERA M   
PA032 JQ08 ERA M   
PA033 JQ09 ERA M   
PA034 JQ10 ERA M   
PA035 JQ11 ERA M   
PA036 JQ12 ERA M   
PA037 JQ13 ERA M   
PA038 JQ14 ERA F   
PA039 JQ15 ERA F   
PA040 JQ16 ERA F   
PA041 JQ17 ERA F   
PA042 JQ18 ERA F   
PA043 JQ19 ERA M   
PA044 JQ20 ERA M   
PA045 JQ21 ERA M   
PA046 JQ42 ERA F 05°55'43S 35°10'52W 
PA047 JQ43 ERA F 05°55'43S 35°10'52W 
PA048 JND01 ERA F   
PA049 JND02 ERA M   
PA050 JND03 ERA M   
PA051 JND04 ERA M   
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PA052 JND05 ERA M   
PA053 JND06 ERA F   
PA054 JND07 ERA F   
PA055 JND08 ERA F   
PA056 JND09 ERA M   
PA057 JND10 ERA F   
PA058 JND11 ERA F   
PA059 JND12 ERA M   
PA060 JND13 ERA M   
PA061 JND14 ERA M   
PA062 JND15 ERA M   
PA063 JND16 ERA M   
PA064 JND17 ERA M   
PA065 JND18 ERA M   
PA066 JND19 ERA F   
PA067 JND20 ERA F   
PA068 JND21 ERA M   
PA069 JND22 ERA M F  
PA070 JND23 ERA F 05°53'28S 35°21'12W 
PA071 JND24 ERA M 05°53'30S 35°21'12W 
PA072 JND25 ERA M 05°53'30S 35°21'12W 
PA073 JND26 ERA F 05°53'29S 35°21'12W 
PA074 JND27 ERA M 05°53'28S 35°21'12W 
PA075 JND28 ERA M 05°53'23S 35°21'08W 
PA076 JND37 ERA M 05°53'24S 35°21'09W 
PA077 CTL01 ERA M   
PA078 CTL02 ERA F   
PA079 CTL03 ERA M   
PA080 CTL04 ERA M   
PA081 CTL05 ERA M   
PA082 CTL06 ERA M   
PA083 CTL07 ERA M   
PA084 CTL08 ERA F   
PA085 CTL09 ERA M   
PA086 CTL10 ERA F   
PA087 CTL11 ERA F   
PA088 CTL12 ERA M   
PA089 CTL13 ERA M   
PA090 CTL14 ERA F   
PA091 CTL15 ERA F   
PA092 CTL16 ERA M   
PA093 CTL17 ERA M   
PA094 CTL18 ERA M   
PA095 CTL19 ERA M   
PA096 CTL20 ERA M   
PA097 CTL36 ERA M 05°54'25S 35°14'17W 
PA098 CTL37 ERA M 05°54'25S 35°14'16W 
PA099 CTL38 ERA M 05°54'23S 35°14'14W 
PA100 CTL39 ERA F 05°54'25S 35°14'17W 
PA101 CTL49 ERA F 05°54'25S 35°14'17W 
PA102 CTR01 ERA F   
PA103 CTR02 ERA M   
PA104 CTR03 ERA M   
PA105 CTR04 ERA F   
PA106 CTR05 ERA M   
PA107 CTR06 ERA F   
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PA108 CTR07 ERA M   
PA109 CTR08 ERA M   
PA110 CTR09 ERA M   
PA111 CTR10 ERA M   
PA112 CTR11 ERA M   
PA113 CTR12 ERA M   
PA114 CTR13 ERA M   
PA115 CTR14 ERA F   
PA116 CTR15 ERA M   
PA117 CTR16 ERA F   
PA118 CTR17 ERA M   
PA119 CTR18 ERA M   
PA120 CTR19 ERA M   
PA121 CTR20 ERA M   
PA122 MRT01 ERA F 06°05'04S 37°53'59W 
PA123 MRT02 ERA F 06°05'04S 37°53'59W 
PA124 MRT03 ERA M 06°05'04S 37°53'59W 
PA125 MRT04 ERA M 06°05'04S 37°53'59W 
PA126 MRT05 ERA F 06°05'04S 37°53'59W 
PA127 MRT06 ERA M 06°05'04S 37°53'59W 
PA128 MRT07 ERA M 06°05'04S 37°53'59W 
PA129 MRT08 ERA M 06°05'04S 37°53'59W 
PA130 MRT09 ERA F 06°05'04S 37°53'59W 
PA131 BF16 ERA F 06°24'49S 35°04'50W 
PA132 BF17 ERA M 06°24'34S 35°04'36W 
PA133 BF18 ERA F 06°24'25S 35°04'22W 
PA134 BF19 ERA F 06°24'33S 35°04'37W 
PA135 BF20 ERA M 06°24'33S 35°04'39W 
PA136 BF21 ERA M 06°24'33S 35°04'37W 
PA137 BF22 ERA M 06°24'35S 35°04'28W 
PA138 PP18 MEL M   
PA139 PP19 MEL M   
PA140 PP20 MEL M   
PA141 PP21 MEL F   
PA142 PP22 MEL M   
PA143 PP23 MEL M   
PA144 PP24 MEL M   
PA145 PP25 MEL F   
PA146 PP26 MEL F   
PA147 PP27 MEL M   
PA148 PP28 MEL F   
PA149 PP30 MEL M 06°13'24S 35°04'04W 
PA150 PP31 MEL M 06°13'23S 35°04'04W 
PA151 PP32 MEL F 06°13'24S 35°04'04W 
PA152 PP33 MEL M 06°13'23S 35°04'04W 
PA153 PP34 MEL M 06°13'27S 35°04'01W 
PA154 PP35 MEL M 06°13'24S 35°04'04W 
PA155 PP36 MEL M 06°13'24S 35°04'04W 
PA156 PP37 MEL M 06°13'24S 35°04'04W 
PA157 PP38 MEL M 06°13'24S 35°04'04W 
PA158 PP39 MEL F 06°13'24S 35°04'04W 
PA159 PP40 MEL M 06°13'37S 35°03'50W 
PA160 PP41 MEL F 06°13'24S 35°04'04W 
PA161 PP42 MEL F 06°13'24S 35°04'04W 
PA162 PP44 MEL M 06°13'37S 35°03'51W 
PA163 FLN01 MEL F 06°04'56S 35°11'06W 
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PA164 FLN02 MEL F 06°04'56S 35°11'06W 
PA165 FLN03 MEL F 06°04'59S 35°11'01W 
PA166 FLN04 MEL F 06°05'00S 35°11'02W 
PA167 FLN05 MEL F 06°04'59S 35°11'01W 
PA168 FLN06 MEL F 06°04'59S 35°11'01W 
PA169 FLN07 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA170 FLN08 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA171 FLN09 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA172 FLN10 MEL M 06°05'00S 35°11'02W 
PA173 FLN11 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA174 FLN12 MEL M 06°05'00S 35°11'02W 
PA175 FLN13 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA176 FLN14 MEL M 06°04'59S 35°11'01W 
PA177 FLN15 MEL F 06°05'01S 35°11'02W 
PA178 FLN16 MEL M 06°04'52S 35°11'00W 
PA179 FLN17 MEL M 06°05'02S 35°11'16W 
PA180 FLN18 MEL M 06°04'42S 35°11'06W 
PA181 FLN19 MEL M 06°05'02S 35°11'16W 
PA182 FLN20 MEL M 06°04'42S 35°11'06W 
PA183 FLN21 MEL M 06°04'52S 35°11'00W 
PA184 FLN22 MEL M 06°04'52S 35°11'06W 
PA185 FLN23 MEL M 06°05'00S 35°11'01W 
PA186 FLN28 MEL M 06°04'59S 35°11'02W 
PA187 FLN29 MEL M 06°04'52S 35°11'00W 
PA188 FLN30 MEL M 06°04'52S 35°11'00W 
PA189 JQ22 MEL M   
PA190 JQ23 MEL M   
PA191 JQ24 MEL M   
PA192 JQ25 MEL M   
PA193 JQ26 MEL M   
PA194 JQ27 MEL M   
PA195 JQ28 MEL M   
PA196 JQ29 MEL M   
PA197 JQ30 MEL M   
PA198 JQ31 MEL M   
PA199 JQ32 MEL M   
PA200 JQ33 MEL M   
PA201 JQ34 MEL M   
PA202 JQ35 MEL M   
PA203 JQ36 MEL M   
PA204 JQ37 MEL M   
PA205 JQ38 MEL M   
PA206 JQ39 MEL M   
PA207 JQ40 MEL M   
PA208 JQ41 MEL F   
PA209 JQ44 MEL F 05°55'43S 35°10'52W 
PA210 JQ45 MEL F 05°55'40S 35°10'49W 
PA211 JQ46 MEL F 05°55'34S 35°10'50W 
PA212 JND29 MEL F   
PA213 JND30 MEL F   
PA214 JND31 MEL F   
PA215 JND32 MEL M   
PA216 JND33 MEL F   
PA217 JND34 MEL F   
PA218 JND35 MEL M   
PA219 JND36 MEL F   
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PA220 JND38 MEL F 05°53'30S 35°21'09W 
PA221 JND39 MEL F 05°53'33S 35°21'13W 
PA222 JND40 MEL M 05°53'23S 35°21'09W 
PA223 CTL21 MEL F   
PA224 CTL22 MEL F   
PA225 CTL23 MEL M   
PA226 CTL24 MEL M   
PA227 CTL25 MEL M   
PA228 CTL26 MEL M   
PA229 CTL27 MEL F   
PA230 CTL28 MEL F   
PA231 CTL29 MEL F   
PA232 CTL30 MEL F   
PA233 CTL31 MEL F   
PA234 CTL32 MEL M   
PA235 CTL33 MEL F   
PA236 CTL34 MEL F   
PA237 CTL35 MEL F   
PA238 CTL40 MEL F 05°54'25S 35°14'16W 
PA239 CTL41 MEL F 05°54'23S 35°14'14W 
PA240 CTL42 MEL F 05°54'23S 35°14'14W 
PA241 CTL43 MEL F 05°54'25S 35°14'14W 
PA242 CTL44 MEL M 05°54'25S 35°14'17W 
PA243 CTL45 MEL M 05°54'25S 35°14'17W 
PA244 CTL46 MEL M 05°54'25S 35°14'17W 
PA245 CTL47 MEL M 05°54'25S 35°14'16W 
PA246 CTL48 MEL M 05°54'25S 35°14'14W 
PA247 CTR21 MEL F   
PA248 CTR22 MEL F   
PA249 CTR23 MEL F   
PA250 CTR24 MEL F   
PA251 CTR25 MEL F   
PA252 CTR26 MEL F   
PA253 CTR27 MEL F   
PA254 CTR28 MEL F   
PA255 CTR29 MEL M   
PA256 CTR30 MEL M   
PA257 CTR31 MEL M   
PA258 CTR32 MEL M   
PA259 CTR33 MEL F   
PA260 CTR34 MEL F   
PA261 CTR35 MEL F   
PA262 CTR36 MEL F   
PA263 CTR37 MEL M   
PA264 CTR38 MEL M   
PA265 CTR39 MEL M   
PA266 CTR40 MEL M   
PA267 CTR41 MEL F   
PA268 BF01 MEL M 06°24'49S 35°04'50W 
PA269 BF02 MEL M 06°24'49S 35°04'50W 
PA270 BF03 MEL F 06°24'33S 35°04'39W 
PA271 BF04 MEL M 06°24'34S 35°04'36W 
PA272 BF05 MEL M 06°24'33S 35°04'39W 
PA273 BF06 MEL M 06°24'34S 35°04'35W 
PA274 BF07 MEL M 06°24'33S 35°04'37W 
PA275 BF08 MEL F 06°24'34S 35°04'37W 
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PA276 BF09 MEL M 06°24'37S 35°04'26W 
PA277 BF10 MEL M 06°24'34S 35°04'35W 
PA278 BF11 MEL M 06°24'48S 35°04'49W 
PA279 BF12 MEL M 06°24'48S 35°04'50W 
PA280 BF13 MEL M 06°24'41S 35°04'28W 
PA281 BF14 MEL F 06°24'33S 35°04'34W 
PA282 BF15 MEL F 06°24'34S 35°04'30W 

PA = Priscila Albuquerque; JND = Escola Agrícola de Jundiaí; FLN = 
Floresta Nacional de Nísia Floresta; MRT = Martins; CTR = Mata do Catre; 
CTL = Lagoa do Catre; BF = Mata do Dançarino (Baía Formosa); JQ = Mata 
do Jiquí; PP = Santuário Ecológico de Pipa; M = Macho; F = Fêmea. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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