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Vamos voltar...

ao tempo em que nada nos dividia,
havia motivo pra tudo e tudo era motivo pra mais...
era perfeita simetria,

éramos duas metades iguais...

Perfeita simetria — Humberto Gessinger
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RESUMO

Padroes de assimetria ao longo da distribuicao geografica de Drosophila

antonietae Tindon-Sklors & Sene

Ao longo da distribuicdo geografica de uma espécie, a dindmica das populagdes
muda do centro para a periferia. Trabalhos demonstram que as populacdes
periféricas apresentam maior nivel de assimetria que as populag¢des do centro, no
entanto, outros trabalhos demonstram que algumas espécies ndo respondem, em
niveis de assimetria, a um gradiente geografico. Sendo assim, esse estudo tem
como objetivo analisar a assimetria em Drosophila antonietae ao longo de sua
distribuicdo geografica. Especificamente foram testados quais  tipos de
assimetria estdo presentes nas populagdes de D. antonietae e se existe uma
diferenca na resposta, em termos de assimetria , entre populacdes do centro e da
periferia. Para isso, a assimetria da forma e do tamanho da asa foram analisadas
dentro do contexto da morfometria geométrica, em cinco populagbes de D.
antonietae: Serrana-SP, ltirapina-SP, Guarapuava-PR, Cantagalo-PR e Santiago-
RS. Os resultados, demonstram que D. antonietae apresenta diferentes tipos de
assimetria ao longo de sua distribuicdo geografica. Todas as populagdes
apresentaram assimetria flutuante e direcional, entretanto, as popula¢des de
Serrana e Santiago demonstraram uma possivel antissimetria. No entanto, as
populacdes do centro e da periferia, ndo apresentaram diferenca no nivel de
assimetria como encontrado em outros trabalhos. Esse resultado possivelmente
esta relacionado com o desenvolvimento de D. antonietae em associagao com o
cactos C. hildmannianus, como também devida a fragmentagao das populagdes

ao longo da distribuicdo geografica.

Palavras-Chave: Diptera, Morfometria geométrica, Método de Procrustes,

Hipotese centro-periferia
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ABSTRACT

Asymmetry patterns along the geographic distribution of Drosophila

antonietae Tindon-Sklors & Sene

Along the geographical distribution of a species, the dynamics of populations
change from the centre to the periphery. Some research results demonstrated that
peripheral populations have higher level of asymmetry than center populations.
However, other studies showed that some species do not respond, in levels of
asymmetry, to a geographical gradient. Therefore this study aims to analyze the
asymmetry in Drosophila antonietae along their geographical distribution.
Specifically we asked: which types of asymmetry are present in populations of D.
antonietae and if is there a difference in response, in terms of asymmetry,
between populations from the center and periphery. Therefore, the asymmetry of
the shape and size of the wing was analyzed within the framework of geometric
morphometry in five populations of D. antonietae: Serrana-SP, ltirapina-SP,
Guarapuava-PR, Cantagalo-PR and Santiago-RS. The results showed that D.
antonietae have different types of asymmetry along their geographical distribution.
All population demonstrated fluctuating and directional asymmetry but the
populations of Serrana and Santiago also demonstrated a possible antisimetry.
Regarding geographical variation on asimetry levels, the individuals of the centre
and the periphery, did not show differences. This result could be related to the
development of D. antonietae in association with the cacti C. hildmannianus or

also due to fragmentation of populations along the geographic distribution.

Keywords: Diptera, Geometric Morphometrics, Procrustes Methods, centre-

periphery hypothesis
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1 — INTRODUGAO

Em geral, a distribuicdo geografica € um produto tanto de fatores histéricos
quanto ecologicos. Em uma visao historica, os organismos estao presentes nas
areas devido a restricoes filogenéticas impostas pelo mecanismo de especiacao,
Ou seja, a area utilizada seria uma caracteristica considerada como sendo um
produto histérico (Jablonski, 1987). Por outro lado, em uma visdo ecoldgica, a
distribuicao da espécie seria produto das interagdes entre 0 meio ambiente e as
populagdes, podendo ser delimitada por fatores ecoldégicos como clima e
competicdo com outras espécies, 0s quais impedem a ampliacdo da area
ocupada (Hoffmann et al., 2003; Ayrinhac et al., 2004).

Normalmente, ao longo da distribuicdo geografica uma espécie se
confronta com diferentes ambientes e climas, o que pode vir a refletir em
diferentes niveis de pressdes e estresse. Essas diferengas ambientais, ao longo
da distribuicdo geografica, podem afetar caracteristicas genéticas e fenotipicas
(Alves e Bélo, 2002; Hoffmann et al., 2003). Considerando-se as variagdes
intraespecificas, estas respostas a fatores espacialmente delimitados podem
gerar descontinuidades fenotipicas ou genéticas ao longo da distribuigcéo.

As analises de modelos morfolégicos do desenvolvimento demonstram a
interacdo de um conjunto de diferentes componentes do corpo para produzir uma
estrutura funcional sob determinadas condicdes. No entanto, esta estabilidade
pode ser quebrada durante o desenvolvimento, sendo que o resultado se dara no
fendtipo produzido (Hosken et al., 2000; Juste et al., 2001). A instabilidade no
desenvolvimento tem sido atribuida a varios grupos de estressores como:

variagdes nutricionais, temperatura, densidade da populagdo, substancias
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poluentes e fragmentagao de habitat (Moller & Swaddle, 1997, Lens et al., 1999).

Considerando que o fendtipo € onde o resultado da perturbagdo sera
observado, a presenca destas alteragbes indicaria que o organismo esta sob a
pressdo de algum tipo de estressor. Neste contexto varios marcadores
morfolégicos (tamanho e forma das asas), histolégicos (lesdes em tecidos) e
mesmo reprodutivos tem sido usados (indices gonadossomaticos).

Dentre os marcadores morfolégicos o padrédo de simetria de estruturas
bilaterais dos organismos tem sido extensivamente utilizado (Moller & Swaddle,
1997). A idéia, para utilizar este marcador, € de que os dois lados estdo sob
controle da mesma via genética durante o desenvolvimento e entdo, qualquer
assimetria deveria ser produto de disturbios locais que quebrariam a
homogeneidade do desenvolvimento (Hosken et al., 2000).

A assimetria de um organismo pode ser descrita pela freqliéncia da
distribuicdo da diferenga entre os lados direito e esquerdo. No geral, trés tipos
principais de assimetria bilateral tém sido descritas, sendo essas a assimetria
flutuante (AF), assimetria direcional (AD) e antissimetria (Palmer 1994; Kark,
2001; Palmer & Strobeck, 2003). A assimetria flutuante € um modelo de variagéao
onde os desvios da simetria (diferenca entre o lado esquerdo e direito) sdo
distribuidos préximos a uma média zero (Leamy et al., 2001, Juste et al., 2001),
sendo aleatérios e nao direcionais (Kark, 2001, Palmer & Strobeck, 2003). No
entanto, os desvios podem ser distribuidos em uma dire¢cao preferencial o que
produz os outros dois tipos de assimetria: a assimetria direcional e a antissimetria.
A assimetria direcional demonstra a tendéncia para o desenvolvimento excessivo
de um lado especifico em relagdo ao outro apresentando uma distribuicdo média

diferente de zero. Ja a antissimetria ocorre quando um lado € usualmente maior
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que o outro, contudo, em casos extremos de antissimetria, a populagao
demonstra uma distribuicdo bimodal da diferenca entre o lado esquerdo menos o
direito (Kark, 2001; Palmer, 1994), embora, menores graus de assimetria podem
apresentar uma distribuicao aparentemente unimodal, com um uUnico pico muito
amplo, determinada por uma distribui¢ao platicurtica (Palmer & Strobeck, 1992).

No entanto, mais de um tipo de assimetria pode ocorrer em tragos
morfolégicos em uma mesma populagéo, dessa forma, os trés tipos de assimetria
nao podem ser considerados isoladamente (Palmer & Strobeck, 1992, Kark,
2001). Essa combinagdo de diferentes tipos de assimetria faz com que a
distribuicdo da diferenga entre o lado direito e esquerdo possa assumir varias
formas. Assim, uma distribuicdo enviesada para um lado, pode ser o resultado de
uma combinagao de antissimetria e assimetria direcional para 0 mesmo trago na
populacao (Palmer & Strobeck, 2003). Um outro tipo de distribuicdo da diferenca
D — E denominada leptocurtose, € caracterizada por um pico estreito e uma longa
cauda que pode ser derivado de varias causas. A primeira possibilidade é a
combinagdo de individuos que apresentam assimetria flutuante e antissimetria,
esse tipo de combinagdo € denominada leptocurtose do tipo I. A segunda € a
combinagdo de individuos que apresentam alto niveis de assimetria com
individuos que apresentam baixo nivel de assimetria, esse tipo de combinagao é
denominado leptocurtose do tipo Il . Por ultimo, a distribuigdo tipo leptocurtose
pode ocorrer por um efeito alométrico durante o desenvolvimento, o que depende
do grau de tempo em que o corpo desenvolve simetria bilateral na ontogenia.
Esse tipo de distribuicido € denominada leptocurtose do tipo Il (Palmer &
Strobeck, 1992). Portanto, a auséncia de normalidade da distribuicdo D- E pode

ser atribuida a combinag¢des de assimetrias, sendo importante a analise dessa
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distribuicdo para informar os tipos de assimetria que ocorrem em um determinado
caractere na populagao.

Entre os trés tipos de assimetria, a assimetria flutuante (AF) tem sido
considerada uma medida da instabilidade no desenvolvimento (Palmer, 1994;
Klingenberg & Mclintyre, 1998; Leamy et al., 2001), ou seja, da incapacidade dos
organismos de responder efetivamente a fontes de estresse. Em geral, niveis
altos de AF sao associados com rompimentos genéticos originados pelo meio e
com uma pequena capacidade dos individuos de atuar, durante seu
desenvolvimento, contra os mecanismos desencadeados pelos fatores de
estresse (Juste et al.,, 2001). Agentes produtores de estresse como poluentes,
toxinas, aumento da carga patogénica, endocruzamento excessivo e
desenvolvimento em ambientes de bordas podem produzir altos niveis de
assimetria flutuante (Gangestade & Thonnhill, 1999). Outros fatores que podem
afetar a simetria sdo a restricdo alimentar e o estresse climatico, principalmente
durante a ontogenia (Hosken et al., 2000).

A assimetria flutuante é uma variagcdo aleatéria, que imaginava-se
completamente relacionada ao ambiente (Palmer, 1994) e que no entanto, possui
uma base genética ainda desconhecida mas com herdabilidades préximas a zero,
0,026 (Fuller & Houle, 2002; Leamy & Klingenberg, 2005). Diferente da Assimetria
Flutuante, as outras duas formas de assimetria sdo causadas em parte por
componentes genéticos e em parte por componentes relacionados ao ambiente
(Palmer & Strobeck, 2003, Van Dongem, 1998) dificultando relaciona-las
claramente com a instabilidade do desenvolvimento, e portanto, de seu uso como
indicadores (Palmer & Strobeck, 1992). No entanto, Graham et al. (1998 apud

Kark, 2001) baseados em simulagdes e evidéncias empiricas, sugeriram que 0s
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trés tipos de assimetria sao relacionados e ha um continuo entre esses tipos.
Desta forma, a transicdo de assimetria flutuante para assimetria direcional ou
antissimetria pode refletir uma instabilidade severa no desenvolvimento. Esse
resultado pode implicar que a assimetria direcional, a antissimetria e a assimetria
flutuante, podem refletir a resposta ao estresse no desenvolvimento de caracteres
bilaterais. No entanto, essa relagao ainda nao esta bem esclarecida.

A relacao entre assimetria flutuante e mecanismos produtores de estresse
também né&o esta solidificada, alids, com uma série de resultados conflitantes. No
entanto, com relagao a distribuicdo geografica dos organismos, experimentos de
laboratério sugerem que um estresse severo, o qual € esperado nos limites da
distribuicao geogréfica, pode causar um aumento no nivel de AF (Lens, 1999). No
geral, a medida que se analisa uma espécie em relagdo a sua distribuicdo
geografica, a dinamica das populagdes tende a mudar do centro para a periferia
da distribuicdo (Brown, Stevens & Kaufmann, 1996; Kark, 2004).

Testando essa hipdtese, Kark (2001) estudou 11 populagdes de uma
espécie do perdiz Alectoris chuckar (Potts, 1988) ao longo da distribuicdo
geografica em Israel obtendo como resultado um aumento da proporgdo de
individuos assimétricos do centro para a periferia, como também, uma tendéncia
das populacgdes periféricas apresentarem um maior nivel de assimetria direcional
e antissimetria. Esse resultado demonstra a mudanga na magnitude e no modelo
de assimetria do centro para a periferia, e em adi¢gao evidencia que as mudancgas
entre os trés tipos de assimetria podem ocorrer em um caracter morfolégico ao
longo da distribuicdo de uma espécie. Dessa forma, esse trabalho tem como
resultado principal que a mudangca na expressao da assimetria direcional e

antissimetria nas populag¢des da periferia podem refletir um aumento do estresse
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no ambiente e consequentemente um aumento da instabilidade no
desenvolvimento, corroborando a hipotese que o nivel de estresse no
desenvolvimento € maior na periferia do que no centro da distribuicdo geografica.

Embora existam estudos em que a assimetria varia do centro para a
periferia em algumas espécies, outras ndo demonstram essa caracteristica. Neste
sentido, Kark et al (2004), analisou a assimetria, ao longo da distribuicdo
geografica, de duas espécies de borboletas do género Euchloe spp., em lIsrael.
Os resultados desse estudo demonstraram que o nivel de assimetria ndo diferiu
do centro para a periferia, contrariando o0 modelo apresentado por passaros no
mesmo gradiente geografico. A questdo levantada foi de que a distribuicdo
geografica dessas duas espécies sao limitadas pela distribuicdo de suas plantas
hospedeiras e nao por variaveis climaticas. Dessa forma, esse estudo demonstrou
que o conhecimento das caracteristicas da histéria de vida e os fatores que
limitam a distribuicdo geografica das espécies sado importantes para o
entendimento da relagdo entre a variacdo espacial e a instabilidade do
desenvolvimento.

Outra situagcdo que pode resultar em um aumento do nivel de assimetria
flutuante é a fragmentagdo do habitat natural dos organismos. Nesse contexto,
Lens (1999) analisou o efeito da fragmentacdo do habitat natural em sete
espécies de passaros restritos a floresta de Taita Hills no Sudeste do Kenia. Ele
comparou o0s niveis de assimetria desses passaros coletados atualmente em
fragmentos dessa floresta, com espécimes de museu coletados a mais de
cinqienta anos, antes da fragmentagao da floresta. Os resultados de seu trabalho
demonstraram um aumento no nivel de assimetria flutuante decorrente do nivel

de fragmentacao das florestas, dando a idéia de que a fragmentagdo do habitat
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natural pode ocasionar um estresse nesses organismos, afetando o seu
desenvolvimento, reforcando a hipétese que o do nivel de assimetria flutuante de
uma populacao pode ser utilizado como um indicador de estresse ambiental.

As questbes acima destacam as idéias de que as espeécies lidam com
niveis diferentes de estresse, ao longo da sua distribuicdo geografica e que é
possivel avaliar tais variagdes através de analises de assimetria. Existem muitas
formas de analisar a assimetria de uma espécie (Palmer, 1994; Lens et al., 1999;
Palmer & Strobeck, 2003). Estudos de assimetria em morfometria convencional
utilizam medidas lineares ou discretas das estruturas, as quais sdo comparadas
parte a parte, no entanto, a informagdo geométrica sobre a forma geralmente é
perdida (Monterio & Reis, 1999). Entretanto, uma nova técnica baseada no
Método de Procrustes vem sendo utilizada para estudos de assimetria flutuante
(Klingenberg & Mcintyre, 1998). O Método de Procrustes esta baseado nos
conceitos de Morfometria Geométrica, onde uma estrutura é analisada através de
uma configuracdo de marcos anatémico (Monteiro & Reis, 1999). Assim, o estudo
da forma geométrica é realizado através de um mapeamento dos pontos
distribuidos ao longo dessa estrutura e, portanto, é considerado uma ferramenta
mais robusta para estimar indices de instabilidade no desenvolvimento (Palmer &
Strobeck, 2003).

No género Drosophila, existem evidéncias fortes de variacdo geografica
latitudinal em varios marcadores morfolégicos quantitativos como tamanho do
corpo, tamanho e forma das asas (Gilchrist et al. 2001; Hoffman e Shirriffs, 2002;
Griffth et al., 2005), além de caracteres biondmicos (James & Partridge, 1998). No
entanto a maioria dos estudos foi realizada com espécies cosmopolitas e ainda

existe muita pouca informacéao disponivel sobre espécies com distribuicado restrita
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por habitats (Griffth et al., 2005). Sendo assim, um bom modelo de estudo é dado
pela espécie cactofilica Drosophila antonietae Tindon-Sklorz & Sene, 2001, a qual
€ endémica da América do Sul, ocorrendo na Regido Sudeste e Sul do Brasil e ao
norte da Borda Leste do Chaco Argentino. A presenca de D. antonietae esta
associada com ilhas de ocorréncia do cactos Cereus hildmannianus K. Schum.
(Mateus & Sene, 2003), o que produz uma distribuicdo geografica fragmentada.

Apesar da distancia geografica entre essas populagbes e a pequena
capacidade de dispersao de D. antonietae (Mateus, 2001; Mateus & Sene, 2006),
ainda ha duvida sobre o isolamento dessas populagdes. Nesse contexto, Mateus
& Sene, (2006), utilizando isoenzimas como marcadores moleculares analisaram
11 populagdes de D. antonietae ao longo da distribuigdo geografica. Os
resultados demonstraram que as populagdes apresentam alto nivel de
variabilidade genética e uma moderada diversidade genética entre as populagdes,
levantando a hipdtese que ha um moderado nivel de fluxo génico e deriva
genética nessas populagdes. No entanto, nesse mesmo trabalho, esses autores
levantam a hipdtese de outros dois possiveis processos para explicar essa
moderada diferenciacdo. O primeiro € um curto periodo de diferenciagdo e/ou
manutencao de polimorfismo ancestral e o segundo é a agado da seleg¢ao natural,
como também a possibilidade de uma combinagao entre esses processos. Dessa
forma, ainda nao esta totalmente esclarecido a dindmica entre as populagdes de
D. antonietae ao longo da distribuicao geografica.

Dessa forma, dada a caracteristica de D. antonietae apresentar suas
populagcdes fragmentadas em ilhas de ocorréncia do cactos Cereus
hildmannianus, esta dissertacdo tem como objetivo geral avaliar a assimetria em

D. antonietae ao longo de sua distribuicdo geografica. Especificamente serdo
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testados quais os tipos de assimetria estdo presentes nas populagdes de D.
antonietae e se existe uma diferenga na resposta, em termos de assimetria, entre

populagdes do centro e da periferia.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Coletas

Para analisar a assimetria flutuante em D. antonietae, foram coletados
individuos de 5 populagdes nas seguintes localidades: Itirapina-SP, Serrana-SP,
Cantagalo-PR, Guarapuava-PR e Santiago-RS (Tabela 1, Figura 1). As
localidades de lItirapina-SP e Serrana-SP representam as populagcbes da borda
norte da distribuicdo geografica de D. antonietae, enquanto as localidades de
Cantagalo-PR, Guarapuava-PR representam as populagdes do centro da
distribuicao geografica e por conseguinte, a localidade de Santiago-RS representa
a populagao da borda sul da distribuicao geografica.

Em cada localidade os individuos adultos foram coletados em areas de
ocorréncia de vegetacdo xerofitica. As coletas foram realizadas utilizando
armadilhas do tipo Ferreira (1978) utilizando como isca pedagos de banana e
laranja misturados com fermento biolégico (Saccharomyces cerevisiae). As
armadilhas foram colocadas préximas aos cactos Cereus hildmannianus, a uma
altura média de 1,5 metros, sendo deixadas no local durante trés dias (Sene et al.,
1981). Apds este periodo, os Drosophilidae foram coletados e colocados em
tubos contendo meio de cultura (quirera/agar) e transportadas ao laboratério.

No laboratério as moscas foram anestesiadas em gas carbénico (CO,) e
triadas. As caracteristicas diagnosticas no grupo repleta séo relacionadas com o
edeago dos machos (Tindon-Sklorz & Sene, 2001). Assim foram feitos dois
procedimentos para a separagao de D antonietae: o primeiro consistiu na triagem
dos machos pela analise da forma do edeago, que fica evertido apds a anestesia

(Figura 2) e a segunda, a criacao individualizada de todas as fémeas do grupo
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repleta para obtengao de F1. Entdo, os machos oriundos desta geragao indicaram
qual fémea era da espécie D. antonietae.

Muitas fémeas provenientes do campo nao realizaram a postura em
laboratério, ndo sendo possivel, dessa forma, a identificagdo em nivel especifico.
Portanto, o numero de fémeas identificadas foi reduzido (Tabela 2) e por esse
motivo, na analise de assimetria flutuante, foram utilizados somente os machos de

D antonietae.

2.2 - Aquisig¢édo dos dados

Como marcador morfoldégico foram utilizadas as asas direita e esquerda
dos machos de D. antonietae. A escolha deste marcador foi feita devido a
identificacdo clara de marcos homodlogos representados pelas, pela boa
compreensao do padrao de desenvolvimento (Hoffman & Shirriffs, 2002; Griffiths
et al., 2005).

Apos a coleta e identificacao dos espécimes de D. antonietae, as asas foram
retiradas e montadas entre lamina e laminula usando glicerina para produzir
laminas semi-permantes. Estas asas foram entdo digitalizadas através de um
sistema de captura de imagem (utilizando uma camera Sony) acoplado a um
microscopio estereoscopico, sendo as imagens capturadas em um aumento de
15X.

Apods a captura das imagens, foram colocados doze marcos anatdmicos do
tipo | na regido dorsal das asas (Figura 3) usando o programa TPSDig 2.04
(Ronhlf, 2006). Segundo Monteiro & Reis (1999) o marco anatémico do tipo | é
definido como um ponto no espago onde trés estruturas se encontram, ou seja,

uma justaposicao de tecidos, o que no caso das asas de D. antonietae



22
corresponde as interse¢gdes das veias, como descrito a seguir. Marco 1 —
intersecao entre as veias Costa e humeral; Marco 2 - interseg¢ao entre as veias
Costa e Radioz.3; Marco 3 — intersecao entre as veias Costa e Radios.s; Marco 4 —
intersecéo entre as veias Costa e Mediai.»; Marco 5 — intersegao entre as veias
Costa e Medias+Cubital; Marco 6 — intersegao entre as veias Medias;+Cubitals e
médiana; Marco 7 — intersecao entre as veias Medias.. € mediana; Marco 8 —
intersegao entre as veias Médiai., e radio-mediana; Marco 9 — intersec¢ao entre as
veias Radioss e radio-mediana; Marco 10 — intersegcédo entre as veias Radioz:s €
Radios:s ou bifurcacdo da veia Setor Radial; Marco 11 — Bifurcacdo da veia
Média; Marco 12 — intersecdo entre as veias Médias;+Cubital; e Anal;. Dessa
forma, cada marco anatébmico corresponde a uma coordenada xy num plano
cartesiano, sendo que, cada asa € representada por uma matriz com 12
coordenadas xy, correspondente aos doze marcos anatébmicos. Para medir o
efeito do erro durante o processo marcagao, os pontos foram marcados, em cada

asa, trés vezes pela mesma pessoa em dias diferentes.

2.3 - Morfometria geométrica

No arcabouco tedrico desenvolvido para a morfometria geométrica a forma
€ definida como todas as propriedades de uma configuragdo de pontos que nao
se alteram por efeitos de tamanho, posicédo e sentido (Monteiro & Reis, 1999). A
variavel da forma nas asas foi obtida através do Método de Superposi¢cao dos
Quadrados Minimos de Procrustes (Klingenberg & Mclintyre, 1998; Monteiro &
Reis, 1999). O método de Procrustes consiste basicamente em quatro etapas: Na
primeira etapa a configuragdo de marcos anatémicos de um lado do corpo é

refletida. Na segunda etapa as configuragdes das asas esquerdas e direitas sao
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superpostas, eliminando dessa forma, o efeito indesejavel de posi¢cao. Na terceira
etapa, o tamanho do centréide de cada configuracdo é proporcionado para 1,
eliminando assim o efeito indesejavel do tamanho. Por ultimo, as configuragdes
superpostas e proporcionadas, sao rotacionadas de modo que 0s marcos
anatdmicos correspondentes se ajustem pela menor distancia quadrada possivel,
retirando dessa maneira o efeito indesejavel da orientagdao nas coordenadas.

Para realizar a primeira etapa a configuracdo de marcos anatdomicos de
um lado do corpo deve ser refletida. Isso é realizado mudando o sinal de todas as
coordenadas x das configuragcbes de marcos anatdbmicos de um dos lados do
corpo (Klingenberg & Mcintyre, 1998). No presente trabalho as asas de D.
antonietae do lado esquerdo foram refletidas. Apds as configuragcdes das asas
esquerdas terem sido refletidas, as configuragbes de todas as asas, direitas e
esquerdas, foram reunidas em uma unica matriz de dados para cada populagao.
Essa matriz geral, contendo as configuragdes das asas do lado direito e esquerdo
e as réplicas em cada populacgéo, foi utilizada nas etapas subsequentes.

A superposi¢cao das configuragdes, conhecida como translacéo, pode ser
realizada deslocando o centréide (ponto médio) de cada configuragdo para a
origem do sistema de eixos cartesiano. A nova posicdo das configuragées nos

eixos cartesianos pode ser obtida por

X=(-P)X; (1)

onde | é a matriz identidade de ordem pxp, e P € a matriz de ordem pxp com

todos os elementos igual a 1/p e X ; é a matriz de coordenadas originais de cada

configuracdo de marcos anatébmicos, onde as linhas representam os marcos
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anatémicos e as colunas as coordenadas x e y para cada marco (Monteiro & Reis,
1999). Como o processo de translagdo centra as configuragdes na origem dos
eixos, o efeito da posi¢ao, antes presente entre essas configuragdes, € eliminado.

A etapa da proporcionalizagao consiste em padronizar o tamanho de todas
as configuragdes. O tamanho no contexto da morfometria geométrica é estimado
pelo tamanho do centréide de uma configuragdo de marcos. O centréide é
caracterizado como o ponto médio ou centro de massa de uma configuragao de
marcos, ele € dado pela média das coordenadas nos eixos x e y. Dessa forma, o
tamanho do centroide € obtido calculando a raiz quadrada da soma das distancias
quadradas de um grupo de pontos até o seu centréide (Klingenberg & Mcintyre,

1998; Monteiro e Reis, 1999), sendo representado pela seguinte equagao:

[[ Ve[| =V(d1)2+(d2)2+...+(dp)? 2)

Onde, V. é mddulo do comprimento do vetor centroide, d, é a distancia do marco
anatoémico até o centréide. Em uma notacdo matricial, o calculo do tamanho do

centroide pode ser realizado da seguinte forma:

s; = Ntrfi(l - P) Xi X'(1 - P)] (3)

A notagao fr representa o tragco da matriz, que € dado pela soma dos
elementos da diagonal. A utilizacdo do tamanho do centréide como variavel de
tamanho padrdo em todas as analises geométricas é justificada pelo fato do
tamanho do centréide ser a unica variavel de tamanho que n&o se correlaciona

com a forma, portanto sem dependéncia alométrica (Monteiro & Reis, 1999).
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A proporcionalizagdo das configuragdes é realizada igualando o tamanho

do centréide de cada configuragdo a 1 (Monteiro & Reis, 1999). Isso pode ser
realizado dividindo o valor de cada coordenada pelo tamanho do centrdide s,

conforme apresentado pela seguinte notagao

Xip=(1-P)X /s (4)

Dessa forma, todas as configuracbes estdo centradas na origem e
possuem o centréide com o tamanho 1, sem o efeito de posi¢céo e tamanho.

Por fim, a rotacao tem como finalidade remover o efeito de orientagcao das
coordenadas, de maneira que os marcos correspondentes das configuragdes
apresentem a menor distancia possivel entre eles. A rotagao é realizada variando
0 angulo das configuragbes em relagdo a um referencial, de forma a minimizar a
soma das distancias quadradas entre o0os marcos correspondentes das
configuragbes (Monteiro & Reis, 1999). O melhor angulo de rotagdo pode ser
realizado obtendo a matriz de rotacdo H pelo método dos quadrados minimos

ortogonal, segundo a formula

H = VsUT (5)

onde V e U sdo matrizes ortogonais de rotagcdo k x k, onde k € o numero de

dimensdes onde os marcos foram coletados, obtidas pelo valor singular

Xi™Xz= UY VT (6)
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onde X; e X, sdo matrizes de coordenadas de marco anatébmicos e a matriz S é

uma matriz identidade obtida da matriz ) através da chamada fung¢é&o sinal. Esta

funcdo transforma a matriz > na matriz identidade S, preservando o sinal dos
elementos da diagonal (Monteiro & Reis, 1999).

A menor soma possivel das distancias quadradas entre as coordenadas

correspondentes de cada configuragao é obtida rotacionando a configuragao X,

que corresponde a matriz translada e proporcionada, através da seguinte formula

Xitpr = Xitp H (7)

O produto da matriz translada e proporcionada Xi, pela matriz de rotacéo
H, faz com que todos os marcos no plano cartesiano sofram uma rotagao com o
mesmo angulo 6 (Nicola, 2002).

O ajuste generalizado de Procrustes é realizado utilizado como referencial
a configuragdo média, denominada configuracéo de consenso. Dessa forma, cada
espécime da amostra € superposto com a configuragdo de consenso de modo a
minimizar a distancia quadrada entre os marcos das configuragdes. O calculo da
configuracdo média ou consenso pode ser realizada da seguinte maneira: uma
configuracdo da amostra € escolhida arbitrariamente para inicialmente ser a
configuracéo de referencia. Todas as configuragdes da amostra sdo superpostas
nesta primeira configuracdo. Calcula-se uma média para as coordenadas
resultantes desta primeira superposicdo € 0 mesmo processo € repetido utilizando
a média como referencia. Uma nova média € calculada e o processo € repetido
até que haja a convergéncia para um valor unico (Monteiro & Reis, 1999).

Dessa forma, as configuragdes finais das espécies alinhadas Xigpr
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constituem um grupo de variaveis que dizem respeito somente a forma das
estruturas dessas espécies, pois os efeitos de posicdo, tamanho e orientagao
foram retirados através da superposi¢cdo, proporcionalizacdo e rotagdo das
configuragcbes (Monteiro & Reis, 1999). Desta maneira, a assimetria da forma
pode ser medida como o desvio do alinhamento entre as configuragées do lado
esquerdo e direito (Klingenberg & Mcintyre, 1998).

As anadlises do Método de Superposigdo dos Quadrados Minimos de

Procrustes foram realizadas através do programa TPSRelw 1.45 (Rohlf, 2007).

2.4 - Assimetria no tamanho da asa

Inicialmente o valor do tamanho do centréide de cada espécime foi
transformado de pixels para milimetros. Para isso uma lamina de microscopia
milimetrada foi fotografada na mesma escala as asas, proporcionando, dessa
maneira, avaliar quantos pixels correspondiam a um milimetro. Posteriormente
todas os individuos tiveram os valores em pixels de seus centroides divididos pelo
valor em pixels correspondente a um milimetro, sendo dessa forma realizada a
conversao de pixels para milimetros.

Os procedimentos para a analise da assimetria no tamanho da asa foram
desenvolvidos segundo as metodologias de Palmer (1994), Klingenberg &
Mcintyre (1998) e Palmer & Strobeck, (2003). Para analisar a assimetria no
tamanho da asa em D. antonietae, para cada populagao foi realizado um teste de
Analise de Varidncia Mista - ANOVA mista (Palmer, 1994; Klingenberg &
Mclintyre, 1998; Palmer & Strobeck, 2003), onde o tamanho do centréide foi
tratado como uma variavel dependente, o lado do corpo como um efeito fixo e os

individuos como um efeito aleatério. Dessa forma, o efeito do individuo consiste
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em variacao individual de tamanho, o efeito do lado corresponde a assimetria
direcional (onde um lado é significativamente maior que o outro); o termo da
interacdo entre lado e individuo € a medida de assimetria flutuante (a variagao
aleatdria na diferenca entre os lados direito e esquerdo entre os individuos) e o
residuo, que é a variabilidade entre as réplicas, € tratado como a medida do erro
(Klingenberg & Mcintyre, 1998). Para se obter o valor de F para o efeito do lado e
dos individuos, foi utilizado como denominador a interacao entre lado X individuo,
e para o valor de F da interagao lado X individuo foi utilizado como denominador a
medida do erro (Palmer, 1994; Klingenberg & Mcintyre, 1998). Foi calculada a
contribuicdo dos efeitos individuo, interagdo lado X individuo e erro, para a
variagao total no tamanho da asa. Como o efeito lado foi tratado como uma
variavel fixa, sua contribuicdo para a variagdo no tamanho da asa nao foi
calculada, porque foi observado que uma variavel fixa ndo gera uma variagao
verdadeira (Schneider et al., 2003).

Em cada populagao, a antissimetria foi averiguada através da observagao
dos histogramas da distribuicdo da diferenga do lado direito e esquerdo. Para
avaliar uma possivel combinagao entre os tipos de assimetria, foram realizados os
teste de normalidade Shapiro-Wilk, como também o teste para curtose e
obliquidade para a distribuicdo da diferenca entre o centréide do lado direito e
esquerdo (D-E).

Para analisar se existe diferengca na magnitude da assimetria, entre as
populagdes, foi feita uma ANOVA de um fator utilizando a diferenga entre o lado
direito e esquerdo como variavel dependente e populagdo como variavel
preditora.

A diferenca entre o lado direito e esquerdo (D - E), pode ser fortemente
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influenciado pela assimetria direcional (Palmer 1994), dessa forma, uma corregao
para a assimetria direcional pode ser realizada, subtraindo a metade da média da
diferengca D-E para o lado que apresenta o maior tendéncia de assimetria, e
somando a metade da média da diferengca D-E para o lado que apresenta a
menor tendéncia de assimetria, e apos isso, calcula-se novamente a diferenga
entre os lados. No caso de D. antonietae, a assimetria direcional tende para o
lado esquerdo (Tabela 5), dessa forma, a corregao para a assimetria direcional

para cada populacgéao foi realizada através da seguinte equacéo:

D-E corrigidona = (D + %2 X) — (E - Y2 X) (8)

onde, D é o tamanho do centréide direito, E € o tamanho do centrdide esquerdo e

X € a média da diferencga entre o centroide direito e o esquerdo (D-E).

2.5 - Assimetria na forma da asa

Para analisar a assimetria nas populagdes as configuragcdes das espécies
alinhadas foram utilizadas em uma ANOVA de Procrustes (Klingenberg &
Mclintyre, 1998; Palmer & Strobeck, 2003), onde o lado do corpo foi tratado como
um efeito fixo e os individuos como um efeito aleatério. Dessa forma, o efeito do
individuo consiste em variagao individual da forma, o efeito do lado corresponde
a assimetria direcional (onde um lado é significativamente maior que o outro), o
termo da interagao entre lado X individuo é a medida de assimetria flutuante (a
variacao aleatdéria na diferenca entre os lados direito e esquerdo entre os
individuos) e o residuo, que € a variabilidade entre as réplicas, € tratado como a

medida do erro (Klingenberg & Mclintyre, 1998). Neste caso, se a interagéo lado X
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individuo for significativo indica que a assimetria flutuante € maior do que se
espera por acaso (erro) e dessa forma a analise da assimetria pode prosseguir
(Scheneider et al., 2003). Para se obter o valor de F para o efeito do lado e dos
individuos, foi utilizado como denominador a interagao entre lado X individuo, e
para o valor de F da interagéo lado X individuo foi utilizado como denominador a
medida do erro (Palmer, 1994; Klingenberg & Mclintyre, 1998). Como realizado na
analise do tamanho da asa, também foi calculado a contribuicdo dos efeitos
individuo, interacao lado X individuo e erro, para a variagao total na forma da asa.
Como o efeito lado foi tratado como uma variavel fixa, sua contribuicdo para a
variagao na forma da asa nao foi calculada.

Na ANOVA de Procrustes a soma dos quadrados é calculada adicionando
0s quadrados de todas as coordenadas x e y, e os graus de liberdades sao
obtidos pela multiplicagdo dos graus de liberdade de cada fator pelo total de
numero de dimensdes do espaco forma (Klingenberg & Mcintyre, 1998; Schneider
et al., 2003). Dessa forma, em cada populagdo, os dados das configuragbes
foram organizados em uma matriz. As configuragdes das asas foram refletidas e
uma Analise pelo Método de Superposicdo dos Quadrados Minimos de
Procrustes foi realizada. Dessa maneira, as coordenadas das espécies alinhadas
obtidas pelo Método de Procrustes foram utilizadas para realizagao da ANOVA de
Procrustes. Sendo assim, para cada coordenada x e y foi realizada
separadamente uma ANOVA de dois fatores (Palmer, 1994; Palmer & Strobeck,
2003), sendo o lado do corpo tratado como um efeito fixo e os individuos como
um efeito aleatério. Posteriormente foram somados os quadrados de cada um dos
efeitos (Lado, individuo, interacdo do lado X individuo e erro) através das

coordenadas x e y de todos os marcos anatdmicos. O resultante dessa soma é a
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soma dos quadrados de Procrustes, utilizados na ANOVA de Procrustes
(Klingenberg & Mcintyre, 1998). Para calcular os graus de liberdade da ANOVA
de Procrustes, multiplica-se os graus de liberdade de cada efeito pelo numero

total de dimensbes, que € dado pela seguinte formula:

pk —k —k (k-1) 9)

Onde: p € o numero de marcos anatdbmicos da configuragdo e k € o numero de
dimensdes em que os dados foram coletados (Monteiro & Reis, 1999). No caso
das asas de D. antonietae, foram utilizados 12 marcos anatémicos e os dados
foram coletados em 2 dimensdes, dessa forma, p = 12 e k = 2, € 0 numero de
dimensbes do espaco forma € 20.

Para avaliar a antissimetria na forma da asa, foram feitos de graficos de
dispersédo para a diferenca entre os lados direito e esquerdo para cada marco.
Nesses graficos, foi observado se houve a formagédo de agrupamentos de pontos.
A formacao de agrupamento de pontos nessa distribuicdo, seria o equivalente a
distribuicdo bimodal da diferengcas entre D-E e sugere, consequentemente, a
presenca de antissimetria (Klingenberg & Mclintyre, 1998; Klingenberg et al.,
1998)

Para verificar a variagao na assimetria flutuante entre essas populagdes, o
indice individual de assimetria flutuante AF18 (Palmer & Strobeck, 2003) foi
utilizado em uma ANOVA de um fator tendo como variavel resposta o valor do
indice de AF18 e variavel preditora a populagdo. Para calcular o indice de
assimetria flutuante para marcos anatémicos AF18 realiza-se a subtracdo das

coordenadas x e y da configuragao alinhada pelo método de Procrustes do lado
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esquerdo das correspondentes coordenadas do lado direito, soma as diferengas
ao quadrado e calcula a raiz quadrada da soma resultante (Klingenberg &

Mclintyre, 1998). O indice de AF18 pode ser definido pela seguinte equacgao:

AF18 = V3 (XYir- XY0L)? (10)

onde XYirsdo as coordenadas x e y para o marco i da asa direita, XY, Sdo as
coordenadas x e y para o marco /i da asa esquerda, e Y (XYir- Xyi)? & o somatério
das diferencas entre todas coordenadas correspondentes de uma configuragao de

marcos (Palmer & Strobeck, 2003).

2.6 - Localizagao do Efeito

Para analisar o quanto da variacao da forma é atribuida a cada marco
anatémico, o quadrado médio de Procrustes para cada efeito foi decomposto para
cada marco (Klingenberg & Mcintyre, 1998). Para isso foram somados os
quadrados meédios das cordenadas x e y para cada marco e posteriormente, os
componentes de variancia para cada marco foram calculados em cada um dos
efeitos da ANOVA de acordo com a média dos quadrados esperados segundo

Palmer & Strobeck, (2003).
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3 - RESULTADOS

3.1 - Assimetria no tamanho da asa

Todos os efeitos na ANOVA para o tamanho do centréide foram
significativos em todas as populagdes (Tabela 3). A diferenga entre o lado direito
e esquerdo foi significativa, o que indica a presenca de assimetria flutuante nas
populagdes de D. antonietae. Também foi observada uma diferenca significativa
entre os individuos, o que representa uma variagao individual do tamanho, sendo
que esse efeito contribui com grande parte da varidncia total em todas as
populagdes (Tabela 3). Da mesma forma, o efeito da interagao lado X individuo no
tamanho do centrdide foi significativo, demonstrando que todas as populacdes
apresentam assimetria flutuante. Esse efeito explica uma pequena parte da
variagao total, no entanto em todas as populagdes, essa variagdo € maior que a
variagao explicada pelo erro.

Os resultados da ANOVA para diferenga entre o lado direito e esquerdo
demonstraram que ha uma diferenca na resposta entre as populagdes de D.
antonietae (Tabela 4). No entanto, quando testes a posteriori foram realizados, foi
observado que as populagdes de ltirapina, Serrana, Cantagalo e Santiago néo
apresentam diferencas significativas no tamanho da asas entre elas. Entretanto, a
populacdo de Guarapuava, diferiu significativamente das demais populagoes,
exceto pela populagdo de Serrana (Figura 4). O menor nivel de assimetria foi
demonstrado pela populagdo de Guarapuava (Tabela 5), enquanto para as
demais populagbdes as médias do tamanho nao diferiram .

Os dados da diferenga D-E ndo seguem uma distribuicdo normal (Tabela

5), sugerindo a presenga de antissimetria. No entanto, a observagdo dos
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histogramas da diferenca entre os lados, ndo demonstra a presenca desse tipo de
assimetria (figura 5). Sendo assim, a ndo normalidade dos dados pode ter sido
causada pela combinagao de assimetria direcional e assimetria flutuante, ja que
todas as populagdes apresentaram esse tipo de assimetria (Tabela 3). A andlise
da obliquidade foi significativa para Santiago e a andlise da curtose foi
significativa para as populagdes de Serrana e Guarapuava (Tabela 5), sugerindo
a possibilidade de uma combinagdo de diferentes tipos de assimetria nessas
populagdes.

Dessa forma, a correcao para assimetria direcional foi realizada e a
normalidade dos dados foi novamente analisada. Mesmo apds a corregéo pela
assimetria direcional, as populagbes de Serrana e Santiago continuaram néo
apresentando normalidade nos dados (Tabela 6), esse resultado sugere que
ambas populagdes apresenta também antissimetria, no entanto a distribuicdo da
diferenca D — E apds a corregdo, ndo demonstra a tendéncia para antissimetria
(Figura 6). Para avaliar a diferenca na resposta em termos de assimetria entre as
populagdes, foi realizada uma ANOVA tendo como variavel resposta a diferenga
D-E corrigida para assimetria direcional e a populagao como variavel preditora. Os
resultados demonstraram que as populagdes nao diferem mais do que o esperado

por acaso (F=0,08; P<0,988; GL=4;592) (Figura 7).

3.2 - Assimetria na forma da asa

Em relagdo a forma da asa, todos os efeitos na ANOVA foram significativos
em todas as populagdes (Tabelas 7). Novamente, como descrito na analise do
tamanho da asa, todas as populagdes apresentaram diferengas significativas

entre o lado direito e esquerdo, sugerindo a presenca de assimetria direcional
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nessas populagdes. A variacdo na forma da asa entre os individuos também foi
significativa, e apesar de contribuir em grande parte da variagao total (Tabela 7), é
menor que a variagdo demonstrada para o efeito do individuo no tamanho do
centréide. Em todas as populagdes o efeito da interagado lado X individuo também
foi significativo, o que demonstra a presenga de assimetria flutuante na forma das
asas nessas populagdes. A variagao para o efeito da interagao lado X individuo
na forma da asa foi maior que a variagdo no tamanho do centréide em todas as
populagdes, entretanto, a variagao do erro também foi maior, aproximando-se da
variacao da interacdo lado X individuo (Tabela 7).

Em relacdo as populagdes, apesar da assimetria flutuante da forma
aparentemente apresentar uma variagao clinal (Figura 8), os resultados da
ANOVA demonstraram que a assimetria flutuante nao difere entre as populag¢des
de D. antonietae (Tabela 8), exceto pelas populagdes de Serrana e Santiago, que
diferiram significativamente entre si.

Na analise dos graficos de dispersao da diferenga D-E para cada marco,

demonstrou que todas as populagdes apresentaram uma distribui¢ado normal.

3.3 - Localizagao do Efeito

Nenhum marco anatébmico em especial demonstrou uma grande variagao
em todos os efeitos, ndo havendo dessa forma, um efeito “pindquio” (sensu
Klingenberg et al., 1998) muito pronunciado. Na realidade, em cada efeito um
grupo de marcos se destacou, em termos de maior variagdo em algumas
populagdes (Tabelas 9, 10, 11, 12 e 13). No entanto, essa variagdo nao foi
constante entre os efeitos e entre as populagbes, sendo dessa forma mais

informativo uma analise da variacdo de cada marco através de cada um dos
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efeitos da ANOVA.

Dessa forma, quando a variagdo dos marcos anatoémicos foi analisada,
notou-se que para cada efeito da ANOVA um certo grupo de marcos apresentou
uma maior variagao entre as populagdes. A maior variagao, em relagéo ao efeito
do lado, é atribuida aos marcos 2, 4, 6 e 11. No entanto a variagdo desses
marcos difere entre as populagdes. O marco 2 apresentou a maior variagéo para
as populagdes de ltirapina, Serrana, Guarapuava e Santiago, enquanto que na
populacdo de Cantagalo, o marco 11 foi o marco com a maior variagao (Figura
9). Quando € analisada a variagdo dos marcos para o efeito do individuo, nota-se
que os marcos 2, 5, 6 e 7 sdo 0s marcos que demonstram a maior variagao para
esse efeito em todas as populagdes. No entanto, na populagdo de Cantagalo, os
marcos 6 e 7 ndo variam muito em relagdo aos outros marcos (Figura 10). Em
relacdo ao efeito da interacdo lado x individuo, que corresponde a assimetria
flutuante, a maior variagdo pode ser atribuida aos marcos 2 e 5 (Figura 11) e
para o efeito do erro, a maior variagdo € atribuida aos marcos 2, 5, 10 e 11

(Figura 12).
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4 — DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que todas as populagbdes de D. antonietae,
apresentam assimetria direcional e assimetria flutuante, como também, duas
populagdes apresentaram antissimetria no tamanho da asa. Isso demonstra que
os trés tipos de assimetria ocorrem em D. antonietae em uma unica estrutura.
Essas diferentes associagcdes entre os tipos de assimetria ja foram relatadas em
outros trabalhos, no entanto, o trabalho de Kark (2001), demonstrou que ao
longo da distribuicao geografica de uma espécie, o padrao de assimetria muda do
centro para a periferia, sendo que as populagdes periférica apresentam maior
nivel de assimetria, que as populagdes do centro, como também uma tendéncia
das populacgdes da periferia apresentarem um maior nivel de assimetria direcional
e antissimetria. Kark (2001) demonstrou que a diferenca na assimetria entre as
populagdes do centro e da borda estao relacionados a diferentes niveis de stress
no desenvolvimento entre essas populagdes. As populagbes da periferia
geralmente sdo menores, apresentam um maior nivel de isolamento e
consequentemente uma menor taxa de imigragao, como também estdo sob forte
efeito da variagdo climatica. Dessa forma, elas apresentam um maior risco de
extingdo, estdo sujeitas a um forte processo de seleg¢do, como também a agado da
deriva genética.

No entanto a assimetria em D. antonietae, nao seguem o padrao de
assimetria centro-periferia como ocorreu no trabalho de Kark (2001). Quando
comparamos o nivel de assimetria no tamanho da asa com a posi¢gao geografica,
notamos que o menor nivel de assimetria flutuante é atribuida a populagdo de
Guarapuava (Figura 4), a qual esta localizada no centro da distribuicao geografica

de D. antonietae, e que nao diferiu significativamente da populacao periférica de
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Serrana. No entanto, a populagao de Cantagalo também esta localizada no centro
da distribuicdo geografica e demonstrou o mesmo nivel de assimetria flutuante
que as populagdes periféricas de Itirapina, Serrana e Santiago as quais
pertencem respectivamente a borda norte e borda sul da distribuicdo geografica.

Entretanto, o nivel de assimetria D-E em D. antonietae, foi fortemente
influenciado pela assimetria direcional, a qual foi detectada em todas as
populagdes. A assimetria direcional ndo € tida como um estimador seguro da
instabilidade no desenvolvimento, porque apesar dela ser em parte causada pelo
ambiente, também possui uma base genética (Palmer, 1994). Mas alguns
trabalhos demonstram que ha um continuo entre os tipos de assimetria, dessa
forma, a mudanca da assimetria flutuante para a assimetria direcional ou
antissimetria poderia ocorrer frente a um alto nivel de estresse, como o que é
esperado na periferia da distribuicdo geografica (Kark, 2001). No entanto, essas
relagbes ainda nao estdo de todo esclarecidas, sendo especulativo afirmar que a
assimetria direcional pode estar refletindo o nivel de instabilidade no
desenvolvimento.

Varios trabalhos tem demonstrado a presenca de assimetria direcional em
Diptera (Klingenberg e Mclintyre, 1998; Klingenberg et al., 1998), como também
em Apis mellifera (Hymenoptera) (Schneider et al., 2003). Klingenberg et al.
(1998), comparando a assimetria de trés espécies de Diptera, Drosophila
melanogaster, Musca domestica e Glossina palpalis gambiensis, sugeriu a
existéncia de um eixo direito-esquerdo que conduz a posi¢ao do disco imaginal
(formador embriolégico da asa) para o lado do corpo. Os resultados também
desmontaram que a assimetria na forma da asa € similar entre as espécies,

sugerindo que a assimetria direcional tem sido evolutivamente conservada desde
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a divergéncia dessas trés linhagens, que ocorreu possivelmente antes do
Oligoceno (36 a 23 Ma). Dessa forma, a assimetria direcional encontrada nas
populagbes de D. antonietae provavelmente tenha sido conservada
evolutivamente, através de uma base genética, mais do que seja devido a
estresse ambiental.

Dessa forma, os dados da diferenga D-E foram corrigidos para a assimetria
direcional, retirando o seu efeito sobre a distribuicdo desses dados. Entretanto
Palmer & Strobeck (1992) deixam bem claro que isso € somente uma corregao
estatistica, e a nova distribuigdo nao representa necessariamente a assimetria
flutuante, pois o componente genético da variagcao entre o lado direito e esquerdo
ainda esta presente. Porém, os resultados da analise de assimetria (Tabela 3 e 7)
demonstraram que todas as populagdes apresentam assimetria flutuante, dando
suporte para a utilizacdo dos dados corrigidos como uma medida de instabilidade
no desenvolvimento.

Assim, quando as populagdes foram novamente analisadas verificou-se
que nao houve diferenca no nivel de assimetria flutuante do tamanho entre as
populagdes do centro e da periferia (Figura 7). Em relagédo a forma, foi calculado o
indice de assimetria AF18 (Palmer & Strobeck, 2003), o qual também n&o
demonstrou diferencga significativa entre as populagbes de D. antonietae, exceto
pelas populagdes periféricas de Santiago e Serrana, as quais diferiram entre si.

Esses resultados indicam que as diferentes populacbes de D. antonietae
estdo sujeitas a instabilidades durante o desenvolvimento, de acordo com a
presenca de assimetria. No entanto, esta variacdo nao esta hierarquizada no
espaco, e consequentemente, ndo produz um padrao claro. Esses resultados séao

préximos aos obtidos por Kark et al. (2004), que analisaram o nivel de assimetria
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em duas espécies de borboletas do género Euchloe ao longo de um gradiente
geografico e observaram que o nivel de assimetria ndo aumentou em relagao as
populagdes periféricas. Segundo os autores, esse resultado pode refletir o fato de
que essas duas espécies de borboletas apresentam sua distribuicdo limitada em
maior parte pela distribuicdo de suas plantas hospedeiras do que por fatores
abidticos. Dessa forma, os individuos da periferia podem estar restritos a locais
onde o recurso alimentar é rico e as condicbes de desenvolvimento sao
relativamente favoraveis, e sendo assim, se o recurso alimentar da periferia é
suficiente para sustentar a viabilidade da populagdo, ndo ha uma predi¢cao para
que individuos que desenvolvam-se na periferia estejam sofrendo maior estresse
do que os individuos do centro da distribuicdo. Além disso, essas espécies
podem passar por diapausa durante longos periodos onde os fatores ambientais
sdo desfavoraveis e também podem persistir em pequenos recursos alimentares,
minimizando dessa forma, o estresse ambiental sofrido durante o
desenvolvimento.

Do mesmo modo, a distribuicdo de D. antonietae esta relacionada com a
distribuicdo do cactos Cereus hildmannianus. Essa espécie de cactos esta
distribuida em pequenas porc¢des ou ilhas de ocorréncia, ao longo dos vales dos
rios da bacia Parana-Uruguai (Manfrin & Sene, 2006). Considerando que ao longo
da distribuicdo as variagdes climaticas sao bastante acentuadas as espécies
associadas ao cactos também sofrem estas variagcdes climaticas acentuadas, e
poderiam, portanto, exprimir fenotipicamente o0 estresse durante o
desenvolvimento.

No entanto, uma outra caracteristica dessa associagéo é que as larvas de

D. antonietae desenvolvem-se no interior dos cladddios em putrefagdo de Cereus
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hildmannianus, alimentando-se de leveduras presentes nesses cladddios (Mateus
& Sene, 2004). Dessa forma, esses cladoédios podem servir como um abrigo,
gerando um microclima para o desenvolvimento das larvas muito mais estavel do
que o meio externo. Assim, as larvas podem minimizar o estresse que poderia ser
causado por fatores climaticos.

Por outro lado, Soto et al. (no prelo), estudaram a viabilidade e o tempo de
desenvolvimento das espécies cactofilicas D. antonietae e D. gouveai em meios
de cultura a base de cactos C. hildmannianus e Pilocereus machrisis. A espécie
D. gouveai apresenta uma associagdo com o cactos P. machrisis da mesma
forma que D. antonietae esta associada ao cactos C. hildmannianus. Esse estudo
demonstrou que as duas espécies de Drosophila apresentaram uma maior
viabilidade e um menor tempo de desenvolvimento no meio de cultura a base de
P. machrisis. 1sso pode demonstrar que a associagao entre C. hildmannianus e D
antonietae € mais recente do que se supéem (Manfrim & Sene, 2006) e que D.
antonietae ainda esta se adaptando ou seja, C. hildmannianus pode ser um fator
de estresse para D antonietae. Além de sugerir que os padrdes de distribuicdo
podem ter sido gerados por processos bidticos, como competicdo e nao por
associacao entre cactos e as espécies de Drosophila ssp.

Um outro fator que pode estar influenciando no desenvolvimento da
assimetria em D. antonietae, € a disposicdo de suas populagdes ao longo da
distribuicdo geografica. A hipotese centro-periferia sugere que populagbes do
centro sao mais estaveis porque apresentam um continuo e um tamanho
populacional maior, ao contrario das populagdes periféricas, que no geral,
apresentam um tamanho populacional menor, um maior nivel de fragmentacéao e

isolamento. Devido a caracteristica de D. antonietae estar associada com ilhas de
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ocorréncia do cactos C. hildmannianus, suas populag¢des apresentam-se isoladas
em fragmentos ao longo da distribuicdo geografica (Mateus & Sene, 2006). Dessa
forma, tanto as populagdes centrais como as populagdes periféricas, podem
apresentar um tamanho populacional reduzido. Sendo assim, as populagdes do
centro da distribuicdo geografica ndo apresentam um continuo populacional € um
maior tamanho populacional que as populagbes da periferia, como seria o
esperado pela hipotese centro-periferia. Portanto, o nivel de fragmentagdo e o
tamanho populacional reduzido podem estar afetando tanto as populacées
periféricas, como também, as populagdes centrais, gerando assim uma resposta
de mesma magnitude entre essas populagdes.

No presente trabalho, a assimetria flutuante na estrutura da asa de D.
antonietae foi analisada através de uma configuragdo de marcos anatémicos,
dessa forma é importante analisar os efeitos localizados em relagdo a cada marco
anatdbmico, para compreender quais marcos contribuem mais em relagdo aos
fatores considerados na ANOVA. No entanto, Klingenberg & Mclintyre (1998),
chamam atencdo que tais caracteristicas devem ser interpretadas com cuidado,
pois a variagdo na forma é medida através de uma superposi¢ao generalizada
pelos quadrados minimos o que pode “diluir’ o efeito da variagdo. Isso deve-se ao
fato que, um ou alguns marcos da configuragdo podem apresentar uma maior
variacao que o restante dos marcos, fenbmeno conhecido como efeito “pinéquio”.
Quando as configuragdes séo superpostas pelos quadrados minimos, o efeito da
variagdo desses marcos é reduzindo ao custo de um pequeno aumento na
variagao dos demais marcos. Entretanto eles também discutem que a analise dos
quadrados minimos de Procrustes por marco anatémico tende a subestimar a

diferenca entre os marcos e seu grau de variagdo. Dessa forma, um efeito
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pindquio detectado através desse método, reflete a verdadeira diferengca na
variacao entre os marcos.

Apesar do marco 2 ter apresentado uma alta variagdo para varios efeitos
em varias populagbes, nenhum dos marcos anatdbmicos demonstrou um efeito
pronunciado que o caracterizaria como um efeito “pindquio”. No entanto, em
relacdo assimetria flutuante os marcos que apresentaram a maior variagdo foram
0Ss marcos 2 e 5, enquanto para a assimetria direcional os marcos que
apresentaram maior variagdo foram os marcos 2, 4 e 11. Exceto pelo marco 11,
os outros marcos, 2, 4 e 5, estdo ancorados na margem da regiao mediana apical
da asa, dessa maneira, mudangas na conformacdo dessa parte estdo
relacionadas com o efeito da assimetria na asa de D. antonietae.

Dessa forma, um estresse sofrido durante o desenvolvimento, devem afetar
principalmente o marco 5, pois esse marco demonstra uma grande variagao para
o efeito da interagdo lado x individuo (assimetria flutuante) e uma pequena
variacao para o efeito do lado (assimetria direcional). A variagdo para assimetria
flutuante do marco 5 também é maior que o erro em todas as populagoes,
sugerindo a variagdo desse marco deve ser causada em grande parte por
instabilidade no desenvolvimento. Como o0 marco 2 possui uma grande variagao
para todos os efeitos, sua variagao € possivelmente causada por varios fatores,
nao refletindo assim a instabilidade no desenvolvimento. Assim, locais da asa
podem responder com diferentes niveis de variacdo aos diferentes efeitos,
inclusive a instabilidade no desenvolvimento.

Em concluséo, os estudos de assimetria realizados nesse trabalho,
demonstram que D. antonietae apresenta diferentes tipos de assimetria ao longo

de sua distribuicdo geografica. No entanto, as populagcdes do centro e da periferia,
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nao apresentaram diferenga no nivel de assimetria como encontrado em outros
trabalhos. Esse resultado possivelmente esta relacionado com o desenvolvimento
de D. antonietae em associagdo com cactos C. hildmannianus, como também
devida a fragmentacédo de suas populagdes ao longo da distribuicdo geografica.
Isso demonstra que em estudos de assimetria ao longo da distribuicdo geografica
€ importante levar em consideragédo os fatores que limitam a distribuicdo dessa
espeécie, como também sua relagdo com outras espécies ao longo de sua

distribuigao.
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Tabela 1: Localidades de coleta, coordenadas geograficas e posigdo das

populagdes em relacéo a distribuicdo geografica.

Localidades Coordenadas Posicao
ltirapina — SP 22°16'S, 47°48'W Borda Norte
Serrana — SP 21°14'S, 47°34'W Borda Norte
Cantagalo — PR 25°25'S, 52°04'W Centro
Guarapuava — PR 25°17'S, 51°53'W Centro

Santiago — RS 29°23'S , 54° 44' W Borda Sul
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Tabela 2: Numero de machos e fémeas de Drosophila antonietae identificados

em cada populagao.

Populacao Fémeas Machos
Serrana 6 22
Itirapina 15 40
Guarapuava 9 23
Cantagalo 7 66

Santiago 8 50
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Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA mista) do tamanho do centréide da asa

Drosophila antonietae em cada populagdo amostrada.

Efeito SQ GL QM F Componente
de variancia %

Serrana

Lado 0,023 1 0,023 37,06

Individuo 2,505 21 0,119 192,70*** 98

Lado X Individuo 0,013 21 0,001 11,04*** 1,5

Erro 0,005 88 0,000 0,5
Itirapina

Lado 0,067 1 0,067 98,30***

Individuo 3,075 39 0,079 115,66*** 98,8

Lado X Individuo 0,027 39 0,001 10,10*** 0,9

Erro 0,011 160 0,000 0,3
Cantagalo

Lado 0,088 1 0,088 133,44

Individuo 12,917 65 0,199 300,44*** 99,3

Lado X Individuo 0,043 65 0,001 20,44 0,6

Erro 0,009 264 0,000 0,1
Guarapuava

Lado 0,012 1 0,012 15,58***

Individuo 3,263 22 0,148 194,66 98,8

Lado X Individuo 0,017 22 0,001 11,43*** 0,9

Erro 0,006 92 0,000 0,3
Santiago

Lado 0,068 1 0,068 61,39***

Individuo 11,156 49 0,228 206,14*** 99

Lado X Individuo 0,054 49 0,001 27,61 0,9

Erro 0,008 200 0,000 0,1

*** P <0,001.



53

Tabela 4: Analise de variancia da diferenga entre o lado direito e esquerdo (D-E)

entre as populacdes amostradas de Drosophila antonietae.

Efeito SQ GL Qv F
Populagdo 0,5933 5 0,187 334,30***
Erro 0,2112 595 0,0004

*** P <0,001.
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Tabela 5: Tamanho amostral (com réplicas), média da diferenca do lado direito e

esquerdo em milimetros (xSE, erro padréo) e testes de normalidade Shapiro-Wilk
(W), Obliquidade (S) e Curtose (K).

N  Média (* SE)

w

S (+ SE)

K (* SE)

Itirapina 120 -0,033
Serrana 66 -0,027
Guarapuava 69 -0,018
Cantagalo 198 -0,030
Santiago 150 -0,030

(0,002)
(0,003)
(0,003)
(0,002)
(0,002)

0,970**
0,944**
0,948**
0,971*
0,926**

-0,284 (0,221)
0,575 (0,295)
-0,470 (0,289)
0,054 (0,173)
0,437* (0,202)

-0,031 (0,438)
-0,135* (0,582)
1,256* (0,570)
-0,492 (0,344)
-0,188 (0,401)

*P<0,05. ™ P<0,01.
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Tabela 6: Tamanho amostral (com réplicas), média da diferenca do lado direito e
esquerdo em milimetros (xSE, erro padrao) e testes de normalidade Shapiro-Wilk

(W) , Obliquidade (S) e Curtose (K), apés a corregdo dos dados para assimetria

direcional.

N Média (* SE) w S (* SE) K (* SE)
Itirapina 120 0,00044 (0,0020) 0,986 -0,364 (0,001) 0,037 (0,438)
Serrana 66 -0,00065 (0,0026) 0,963* 0,679*(0,295) 0,282 (0,582)

Guarapuava 69 0,00007 (0,0029) 0,965 -0,539 (0,289) 1,125 (0,570)
Cantagalo 198 0,00012 (0,0016) 0,988 0,106 (0,173) -0,501 (0,344)
Santiago 150 -0,00105 (0,0017) 0,976 0,374 (0,204) -0,401 (0,406)
*P <0,05.
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Tabela 7: Analise de varidancia mista de Procrustes nas populagbes de

Drosophila antonietae amostradas.

Efeito SQ GL Qm F Componente
de variancia %

Serrana

Lado 0,002538 20 0,000127  7,14***

Individuo 0,048266 420  0,000115 6,46™** 64,8

Lado X Individuo 0,007467 420  0,000018 4,70*** 19,2

Erro 0,006658 1760 0,000004 15,9
Itirapina

Lado 0,002699 20 0,000135 8,55***

Individuo 0,068091 780  0,000087 5,53*** 60,4

Lado X Individuo 0,012305 780  0,000016 4,09*** 20,1

Erro 0,012340 3200 0,000004 19,5
Cantagalo

Lado 0,004019 20 0,000201 12,22***

Individuo 0,160066 1300 0,000123  7,48*** 70,6

Lado X Individuo 0,021386 1300 0,000016 5,72*** 18,0

Erro 0,015197 5280 0,000003 11,4
Guarapuava

Lado 0,001314 20 0,000066  4,24***

Individuo 0,036240 440 0,000082 5,32*** 59,2

Lado X Individuo 0,006816 440  0,000015 4,09*** 20,7

Erro 0,006962 1840 0,000004 20,1
Santiago

Lado 0,002474 20 0,000124  7,90***

Individuo 0,120723 980  0,000123  7,93*** 71,0

Lado X Individuo 0,015279 980  0,000016 4,90*** 16,4

Erro 0,012730 4000 0,000003 12,6

*** P <0,001.
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Tabela 8: Analise de variancia do indice de Assimetria Flutuante AF18* entre as
populagdes de D. antonietae. O indice AF18 (sensu Palmer & Strobeck 2003) é
calculado com a seguinte expresséo: AF18 =\Y (XYir-XYiL)?

Efeito SQ GL QM F
Populagéo 0,000181 4 0,000045 2,77*
Erro 0,009779 598 0,000016

* P <0,05.
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Tabela 9: Componentes de variancia, para os efeitos da ANOVA de Procrustes
por marco anatdmico da populacdo de ltirapina. Todos os valores foram

multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.

Efeito
Marco anatémico Lado Individuo Lado X Individuo Erro
1 24 10 4 6
2 316 33 12 7
3 6 21 6 4
4 121 21 5 6
5 9 34 20 7
6 97 35 5 5
7 16 36 7 6
8 7 18 3 5
9 13 17 6 5
10 56 11 2 12
11 124 8 5 8
12 31 6 4 6
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Tabela 10: Componentes de variancia, para os efeitos da ANOVA de Procrustes
por marco anatbmico da populacdo de Serrana. Todos os valores foram

multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.

Efeito
Marco anatémico Lado Individuo Lado X Individuo Erro
1 2 10 2 6
2 153 46 13 8
3 3 19 7 4
4 11 17 4 4
5 0 36 15 8
6 103 31 6 5
7 17 23 6 5
8 3 16 6 5
9 15 14 6 5
10 11 7 6 9
11 59 8 5 9
12 0 7 4 6
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Tabela 11: Componentes de variancia, para os efeitos da ANOVA de Procrustes
por marco anatdomico da populagcdo de Cantagalo. Todos os valores foram

multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.

Efeito
Marco anatémico Lado Individuo Lado X Individuo Erro
1 14 18 7 5
2 243 59 15 6
3 2 30 6 4
4 188 30 5 4
5 15 57 12 6
6 95 34 9 4
7 9 36 10 4
8 40 32 5 3
9 92 32 6 4
10 68 8 5 8
11 414 18 5 5
12 69 11 5 4
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Tabela 12: Componentes de variancia, para os efeitos da ANOVA de Procrustes
por marco anatdomico da populacdo de Guarapuava. Todos os valores foram

multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.

Efeito
Marco anatémico Lado Individuo Lado X Individuo Erro
1 2 10 2 6
2 153 46 13 8
3 3 19 7 4
4 11 17 4 4
5 0 36 15 8
6 103 31 6 5
7 17 23 6 5
8 3 16 6 5
9 15 14 6 5
10 11 7 6 9
11 59 8 5 9
12 0 7 4 6
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Tabela 13: Componentes de variancia, para os efeitos da ANOVA de Procrustes
por marco anatdbmico da populacdo de Santiago. Todos os valores foram

multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.

Efeito
Marco anatémico Lado Individuo Lado X Individuo  Erro
1 24 22 7 4
2 258 54 13 8
3 1 28 5 4
4 129 23 5 4
5 0 63 11 6
6 79 49 9 5
7 11 48 6 5
8 2 24 4 4
9 36 24 3 4
10 0 14 7 9
11 151 14 7 6
12 54 5 5 4
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0 500 1000 km

Figura 1 — Mapa com as localidades onde Drosophila antonietae foi coletada. SE
— Serrana/SP; IT — ltirapina/SP; GU — Guarapuava/PR; CA — Cantagalo/PR; SA —
Santiago.
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Figura 2 — Edeago de um macho de Drosophila antonietae.

Figura 3 — Imagem da asa de Drosophila antonietae mostrando a posi¢géo dos 12

marcos anatdémicos utilizados nesta dissertacio.
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IT SE el CA SA
Populacao

Figura 4 — Média da assimetria (circulos) e desvio padrao (barras verticais) do
tamanho do centréide nas populagdes de Drosophila antonietae. IT -
Itirapina/SP; SE — Serrana/SP, GU — Guarapuava/PR; CA — Cantagalo/PR; SA —
Santiago.. IT — ltirapina/SP; SE — Serrana/SP, GU — Guarapuava/PR; CA -
Cantagalo/PR; SA — Santiago.
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Figura 5 — Distribuicdo da diferenca entre o lado direito e esquerdo D — E (mm)

para cada populagao analisada.
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Figura 6 — Distribuicdo da diferenga entre o lado direito e esquerdo D — E (mm)

para cada populagao analisada, apds correcéo pela assimetria direcional.
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Figura 7 — Média da assimetria (circulos) e desvio padrao (barras verticais) do
tamanho do centroide nas populacdes de Drosophila. antonietae apds a corregao
para assimetria direcional. IT - Itirapina/SP; SE - Serrana/SP, GU -
Guarapuava/PR; CA — Cantagalo/PR; SA — Santiago.
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Figura 9 — Componente de variéncia do efeito lado para cada marco anatémico
da ANOVA de Procrustes das populacdo de Drosophila antonietae. Todos os

valores foram multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.
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anatdmico da ANOVA de Procrustes das populagdo de Drosophila antonietae.

Todos os valores foram multiplicados por 10° para uma melhor comparagéo.
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