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RESUMO

A morfometria da asa e do edeago tem sido amplamente utilizada para estudar
a evolucéo das espécies do género Drosophila pois sédo caracteres altamente
sensiveis a variacao genética e ambiental. No presente trabalho utilizamos esta
técnica em um estudo populacional de Drosophila sturtevanti com énfase em
moscas procedentes de areas de Mata Atlantica do Brasil e da Floresta Tropical
Umida da Costa Rica. Para isto utilizamos as asas e edeagos de machos destas
populacdes e analisamos o nivel de diferenciagcdo quanto a estes marcadores
discutindo sua associacdo com sua localizacdo geografica, a fitofisionomia do
fragmento de mata, a umidade relativa média anual, a temperatura média anual
e a area do fragmento de mata. Os resultados indicaram a existéncia de uma
estruturacdo latitudinal tanto para o tamanho e a forma da asa como para a forma
do edeago, além de correlacdo entre estas caracteristicas e algumas variaveis
ambientais. A diferenciacdo quanto a forma do edeago, entretanto, foi menos
significativa que a diferenciacdo da forma e do tamanho da asa. A relag&o entre
forma e tamanho das asas obtida foi divergente dos resultados encontrados para
outras espécies de Drosophila, apresentando asas maiores e mais arredondadas
nas populacdes da faixa latitudinal Sul 1 (PIR, AGU e RDI) e asas menores mais
alongadas em uma populacdo da faixa latitudinal Nordeste (CUR). As
populacdes da Costa Rica (TIR e LSA) e as populacdes do Sul mostraram
divergéncia significativa para os marcadores avaliados, entretanto, as
populacdes da faixa latitudinal Sudeste (MAT, NGR, SDC, PIC e VIT) ndo
apresentaram estruturas congruentes e foram melhor agrupadas por
fitofisionomias. Os resultados apresentados refletem a diferenciacdo genética
em curso nas populagcdes de D. sturtevanti, sendo acentuada para as
procedentes da América Central e as do Sul do Brasil, indicando a ocorréncia de
diferenciacéo populacional quanto aos marcadores estudados e que podem ser
um reflexo da existéncia de novas espécies deste subgrupo, que ja tinha sido
sinalizado em estudos anteriores e também em estudos recentes do nosso

laboratorio com marcadores moleculares para estas mesmas populacgdes.



Palavras-chave: Diferenciagdo populacional. Plasticidade fenotipica. Cline

latitudinal. Evolucdo morfoldgica. Especiacéao.



ABSTRACT

Wing and aedeagus morphometry have been widely used to study the evolution
of species of the genus Drosophila because they are highly sensitive characters
to genetic and environmental variation. In this present research we use this
technique in a populational study of Drosophila sturtevanti with emphasis on flies
coming from Atlantic Forest areas of Brazil and the Tropical Rainforest of Costa
Rica. For that we use the wings and aedeagus of males of these populations and
we analyzed the level of differentiation regarding these markers discussing their
association with its geographic location, the phytophysiognomy of the forest
fragment, the average annual relative humidity, the annual average temperature
and the area of the forest fragment. The results indicated the existence of a
latitudinal structure for both the size and shape of the wing and the shape of the
adeagus, besides the correlation between these characteristics and some
environmental variables. The differentiation in the form of aedeagus, however,
was less significant than the differentiation of the shape and size of the wing. The
relation obtained between the shape and size of the wings was divergent from
the results found for other Drosophila species, presenting bigger and more
rounded wings in the populations of South 1 latitude (PIR, AGU and RDI) and
smaller and elongated wings in a population from the Northeast latitude range
(CUR). The populations of Costa Rica (TIR and LSA) and the South population
showed significant divergence for the markets evaluated, however, the
populations of the Southeast latitudinal range (MAT, NGR, SDC, PIC and VIT)
did not present congruent structures and were better grouped by
phytophysiognomies. The present results reflect the genetic differentiation in
course in D. Sturtevanti populations, being accentuated for those coming from
Central America and those from Southern Brazil, indicating the occurrence of an
differentiation in relation to markers studied and that may reflect the existence of
new species of this subgroup, which had already been signaled in previous
studies and in recent studies of our laboratory with molecular markers for these

same populations.



Keywords: Populational differentiation. Phenotypic plasticity. Latitudinal cline.

Morphological evolution. Speciation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O grupo saltans e o subgrupo sturtevanti de Drosophila

Segundo a base de dados online Taxodros (https://www.taxodros.uzh.ch),

a familia Drosophilidae possui aproximadamente 4500 espécies sendo
aproximadamente 1000 na subfamilia Steganinae e 3500 na subfamilia
Drosophilinae. A subfamilia Drosophilinae subdivide-se em 48 géneros, dentre
0s quais o género Drosophila com aproximadamente 2000 espécies.

O grupo saltans pertencente ao subgénero Sophophora forma juntamente
com o grupo willistoni os dois grupos da radiagdo do Novo Mundo
(STURTEVANTI, 1942; THROCKMORTON, 1975). A literatura menciona que o
grupo é constituido por 21 espécies incluidas em cinco subgrupos: cordata (2
espécies), elliptica (4 espécies), parasaltans (2 espécies), sturtevanti (5
espécies) e saltans (7 espécies) (MAGALHAES; BJORNBERG, 1957,
MAGALHAES, 1962, MOURAQ; BICUDO, 1967).

As espécies do grupo saltans sdo distribuidas do México ao Rio Grande
do Sul - Brasil (MAGALHAES, 1962; MOURAOQ; BICUDO, 1967; SOUZA et al.,
2014). Os subgrupos parasaltans e cordata sdo encontrados na regido
Neotropical e os subgrupos elliptica, sturtevanti e saltans sdo encontrados em
ambas regides, Neotropical e Neoartica (MAGALHAES, 1962).

Alguns trabalhos discutiram a filogenia do grupo saltans, com a utilizac&o
de diversos tipos de marcadores. A primeira filogenia do grupo foi proposta com
base no acumulo do pigmento pteridina no corpo dos individuos das espécies do

grupo saltans (THROCKMORTON; MAGALHAES, 1962). Outros trabalhos
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utilizando marcadores morfolégicos foram realizados (THROCKMORTON, 1975;
YASSIN, 2009; SOUZA et al.,, 2014), assim como a utilizacdo de outros
marcadores, como isolamento reprodutivo (BICUDO, 1973a; BICUDO, 1979),
polimorfismo cromossémico (BICUDO, 1973b), padrdes de esterases
(NASCIMENTO; BICUDO, 2002; BERNARDO; BICUDO, 2009), analises
moleculares (O° GRADY et al.,, 1998; RODRIGUEZ-TRELLES et al., 1999;
TARRIO et al., 2000, O’ GRADY; KIDWELL, 2002) e elementos transponiveis
(CLARK et al., 1995; SILVA; KIDWELL, 2000; CASTRO; CARARETO, 2004). Os
resultados das analises destes trabalhos algumas vezes foram incongruentes
em relacao a filogenia e origem do grupo.

O trabalho de Throckmorton (1975) foi pioneiro na discussao da origem
do grupo saltans. O autor utilizou os resultados da filogenia sugerida por
Throckmorton e Magalhaes (1962) e propds que 0 grupo se originou ha Ameérica
do Norte, devido a ocorréncia das espécies dos subgrupos mais primitivos,
subgrupos cordata e elliptica, do México ao Brasil. O grupo ancestral teria entao
colonizado o continente sul-americano, dando origem aos subgrupos sturtevanti,
parasaltans e saltans, possivelmente antes da formacgéo do Istmo do Panama. E
apos o soerguimento do Istmo, as espécies destes subgrupos invadiram e se
dispersaram para o norte. Algumas espécies do subgrupo saltans se
dispersaram na América Central e México ha aproximadamente 4,5 milhdes de
anos. Entretanto, estudos realizados por Rodriguez-Trelles et al. (1999) e Tarrio
et al. (2000) com o gene Xdh sugerem que o grupo saltans teria se originado na
Ameérica do Sul e ndo na América do Norte, devido a ocorréncia no Brasil das

espécies do subgrupo parasaltans, considerado o mais primitivo pelas analises
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efetuadas. Assim, a origem do grupo e as relagcdes entre seus subgrupos e
espécies permanecem uma questdo em aberto.

O grupo saltans é composto por espécies cripticas, que sdo distinguidas
principalmente pela morfologia da termindlia masculina, apresentando grande
variacdo na mesma. Entretanto, a morfologia da terminalia feminina € bem
semelhante entre os subgrupos. Em muitas espécies de animais com fertilizacao
interna, a genitalia externa masculina € uma estrutura com rapida evolucdo
(EBERHARD, 1985).

D. sturtevanti € uma espécie neotropical e uma das poucas espécies que
se adaptam a diferentes climas (DAVID; TSACAS, 1981) tendo sida coletada em
savanas (CHAVES; TIDON, 2008), manguezais (SCHMITZ, et al., 2007) e
principalmente na Mata Atlantica (PENARIOL, 2012; MATEUS et al., 2013).
Entre as espécies do subgrupo sturtevanti € a que possui maior extensao
geografica, ocorrendo desde o México até o sul do Brasil, inclusive sendo
frequente nas llhas do Caribe (BICUDO, 1979). Foi descrita por Duda em 1925,
mas sua melhor descricdo foi feita por Dobzhansky e Pavan (1943), em um
trabalho no qual os autores descrevem sistematicamente 31 espécies
encontradas no estado de S&o Paulo e em Brasilia, incluindo a morfologia
externa e a anatomia dos adultos, ovos, larvas, pupas e Ccromossomos.

A espécie foi avaliada quanto ao isolamento reprodutivo por Bicudo
(1979), em testes de cruzamento com D. milleri e D. magalhaesi, e foi observado
isolamento reprodutivo entre as trés espécies. A autora sugeriu que o isolamento
ocorre predominantemente no nivel de inseminagéo, ja que a morfologia genital

dos machos das trés espécies é bem semelhante.
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Hosaki-Kobayashi e Bicudo (1994) estudaram isolamento reprodutivo
intraespecifico, cruzando moscas de 24 linhagens mantidas em estoque de
laboratério com 67 isolinhagens obtidas de moscas recém-coletadas, de 11
localidades distintas no Brasil. Os resultados mostraram diferenciacdo
populacional quanto a fertilidade, entretanto, ndo foi detectado nenhum grau de
isolamento reprodutivo entre estas populacdes.

Em outro trabalho semelhante, das mesmas autoras, ((HOSAKI-
KOBAYASHI; BICUDO, 1997), foi observado isolamento reprodutivo entre as
populac6es da Guiana e da Colébmbia e entre as populacdes de Séo José do Rio
Preto/SP e do México. A auséncia de esperma nas espermatecas das fémeas
dos cruzamentos estéreis, indica a existéncia de isolamento sexual entre estas
espécies.

D. sturtevanti apresenta uma ampla variabilidade genética observada por
diferentes marcadores e também foi detectado isolamento reprodutivo incipiente
entre alguma de suas populac¢des. Estudos recentes do n0sso grupo de pesquisa
por marcadores microssatélites e genes mitocondriais demonstraram que esta
espécie esta em expansdo demografica. Estas caracteristicas associadas a sua
ampla distribuicdo geografica e sua ocorréncia em diferentes fitofisionomias da
mata Atlantica fazem desta espécie um organismo apropriado para estudos de

diferenciacéo e estrutura populacional.

1.2 Morfometria

Quantificar a variacdo morfolégica tem sido uma ferramenta eficaz em

estudos de Biologia Evolutiva, principalmente apds o surgimento da morfometria
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geométrica nos anos 80 e 90. Trabalhos utilizando diferentes organismos
valeram-se desta técnica para analisar a forma e o tamanho dos mais variados
marcadores anatomicos.

Estudos comparando cranios de cdes domésticos e de cées selvagens
utilizaram morfometria geométrica para diferenciar as espécies e mostraram que
a selecao artificial por oferta de alimentacdo é determinante e pode facilitar a
especiacado (DRAKE; KLINGENBERG, 2010).

A morfometria também tem sido utilizada em pesquisas da evolugéo
humana como por exemplo em estudos comparativos entre a morfologia
craniofacial e do térax de neandertais e humanos modernos (BASTIR et al.,
2007; BASTIR et al., 2015) e em estudos sobre dimorfismo craniofacial
(BULYGINA et al., 2006)

Para ilustrar ainda mais a importancia do desenvolvimento das técnicas
de morfometria e as vantagens de utilizacdo de morfometria geométrica em
relagdo as técnicas lineares, podemos citar o trabalho de Sidlaukas et al. (2011)
que aplicaram diferentes técnicas de morfometria na identificacdo de espécies
de peixes do grupo Leporinus cylindriformis. Ambas as abordagens (linear e
geométrica) retornaram padrdes congruentes de separacdo entre espécies
putativas, mas a abordagem geométrica distinguiu quatro pares de espécies a
mais do que a abordagem linear fornecendo um pouco mais de poder estatistico.
Com base em morfometria, meristica e coloracao distintas, uma nova espécie foi
descrita (Leporinus apollo sp. nov.).

Em estudos com insetos, a morfometria geométrica é aplicada em
diferentes partes anatdbmicas e com finalidades variadas. Patterson et al. (2001)

realizaram analises quantitativas de caracteres morfolégicos da cabeca para
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reconstruir a historia evolutiva de Triatoma rubrofasciata (Hemiptera:
Reduviidae) e compard-la com sete outras espécies, observando que T.
rubrofasciata apresenta similaridade com as espécies de triatoma da regido
Neoartica implicando uma ancestralidade comum para esses grupos. Em sua
tese de doutorado, Patterson avalia a possibilidade de se utilizar morfometria
geométrica em estudos de dindmica populacional de T. rubrofasciata, concluindo
gue a variacao da forma das asas apresentou maior congruéncia com os padrdes
de variacao obtidos por sequenciamento do DNA mitocondrial que a variacdo da
forma da cabeca. O autor sugere a utilizacdo da forma da asa em avaliacbes
morfométricas de dindmica populacional. Uma das maiores preocupacdes do
autor, no entanto, € a atuacao da plasticidade fenotipica como fator de confusdo
em estudos de estrutura populacional. De fato, diversos estudos utilizam
morfometria geométrica com a intencdo de estudar a plasticidade fenotipica e
sua interacdo com variabilidade genética, sendo que em sua maioria, a asa € o
marcador escolhido para andlise (PATTERSON et al., 2001).

Outro exemplo de aplicacdo com sucesso de técnicas de morfometria
geométrica é o estudo de Garnier et al. (2005), no qual os pesquisadores
utilizaram resultados morfométricos do pronoto e do edeago de Carabus solieri
(Coleoptera, Carabidae) conjuntamente a resultados moleculares. A correlacao
entre estes marcadores e a localizagcdo geografica permitiu inferir o cenario
filogeografico, propondo que duas populacdes de C. solieri se dividiram antes do
altimo periodo de glaciacdo, diferenciando-se em dois grupos distintos (um com
coloracdo esverdeada ao norte e outro com coloracdo azulada ao sul). Com o

fim do periodo de glaciacdo, as duas populacdes se reaproximaram formando
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um grupo de transi¢cao ao centro do local de incidéncia da espécie (GARNIER et
al., 2005).

No que se refere a utilizacdo de asa como marcador, Sontigun et al.
(2017), aplicaram a morfométria geométrica baseada em 19 pontos de referéncia
para a identificacdo de 12 espécies de moscas varejeiras da Tailandia com
interesses clinicos (disseminacdo de doencas) e forenses (estagios de
decomposicao de cadaveres). Eles concluiram que o tamanho das asas nao é
adequado para a discriminacdo das espécies, mas a forma sim, desta forma,
recomenda 0 uso desta técnica por ser um método simples, confiavel e barato.

Em geral, estudos morfol6gicos exigem menor custo e tempo que estudos
moleculares (WORTLEY; SCOTLAND, 2006; YASSIN, 2009; TRAVA, 2014),
desta forma, constituem-se em uma excelente opcéo de trabalho e fornecem
resultados bastante confiaveis, desde que se aplique corretamente as técnicas
de instrumentac&o, andlise gréfica e estatistica (BITNER-MATHE; DAVID, 2015).

Em especial, técnicas de morfometria geométrica tém sido aplicadas para
a andlise da morfologia da asa e do edeago de drosofilideos. Destacam-se as
andlises de marcadores com consequente andlise de Distancias de Procrustes
nas intersecgdes das veias e das bordas das asas (KLINGENBERG, 2011;
MATEUS et al., 2013; TRAVA, 2014; COSTA et al. 2015), ajuste de uma elipse
no contorno da asa (BITNER-MATHE; KLACZKO, 1999) e em edeagos,
utilizacdo de Descritores Elipticos de Fourier (KUHL; GIARDINA, 1982;
CAVICHI, et al., 1991; DEBAT, et al. 2003; ANDRADE, et al. 2005; ANDRADE,

et al. 2009).
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1.3 Marcadores morfologicos: Asa e Edeago

Entre os marcadores morfolégicos mais estudados em espécies do
género Drosophila estédo a asa e o0 edeago. Estudos anteriores indicam, que a
asa apresenta plasticidade fenotipica em relacéo a diferentes fontes de variacdo
ambiental (WEBER, 1990; DAVID et al., 1994; MONTEIRO; REIS, 1999; MORIN
et al., 1999; DEBAT et al., 2003; CARREIRA et al., 2006; SOTO et al., 2008) e
existe evidéncia de que os diferentes aspectos da morfologia da asa (tanto o
tamanho quanto a forma) sdo alvos da selecdo natural (POWELL, 1997;
GILCHRIST et al., 2004).

A técnica de morfometria geométrica mais utilizada para analise de asas
€ a Analise das Distancias de Procrustes (GOODALL, 1991; SOTO et al., 2008;
KLINGENBERG, 2010; KLINGENBERG, 2011) que consiste na marcacdo de
marcos anatdomicos, localizados na intersec¢éao de veias ou no encontro entre a
veia e a borda da asa, a superposicdo de todas as asas e a analise da variacao
dos pontos em torno do centroide (ponto médio).

Esta técnica foi utilizada por Debat et al. (2003) em estudos sobre
componentes alométricos e n&do-alométricos em asas de D. simulans.
Concluiram que 24% da variacdo da forma da asa se deve a componentes
alométricos e 76% a componentes nao-alométricos e sugeriram gque o estresse,
ao invés da temperatura, é o principal fator que afeta a forma da asa.

Soto et al. (2008) utilizaram esta técnica para estudar a morfologia das
asas de D. gouveai e D. antonietae, obtendo divergéncia entre as espécies e
associando esta divergéncia a fatores ecoldgicos e genéticos. A principal

correlacdo obtida por estes pesquisadores refere-se a forma da asa e o cacto
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hospedeiro (local de alimentacé&o e oviposi¢cdo). Conclui que a diminuicdo do
estresse ambiental gera aumento na asa, mas o aumento de estresse gera
diminuicdo e variagédo na forma.

Pitchers et al. (2013) associaram a variagcédo da forma e tamanho das asas
a um cline altitudinal. Trabalhando com asas de D. melanogaster, analisadas
segundo distancias de Procrustes, propuseram um modelo linear generalizado
misto com as variaveis altitude, sexo, latitude e longitude. Os resultados
mostraram que além da esperada adaptacao termal, a selecao responséavel pela
formacéo de clines latitudinais, longitudinais e altitudinais deve ser muito mais
complexa.

Ainda sobre a forma das asas, Ray et al. (2016) usaram manipulacao
genética para alterar a expressédo do gene narrow relacionado a forma das asas
em D. melanogaster. Em seguida, analisaram 15 marcadores através de Andlise
de Procrustes e mostraram que a forma da asa altera significativamente a
performance do voo, ou seja, a manobrabilidade e a agilidade.

Utilizando uma técnica de morfometria geométrica plana que consiste em
ajustar uma elipse ao contorno da asa (BITNER-MATHE; KLACZKO, 1999),
Moraes e Sene (2004) estudaram herdabilidade da forma e do tamanho da asa
em populacdes selvagens versus populacdes mantidas em laboratério em D.
gouveai, A herdabilidade foi significativamente maior para as populacdes
selvagem apenas em trés parametros, ligados aos marcadores do final da
terceira e da quarta veia longitudinal das asas, mas ainda assim, concluem que
a herdabilidade é maior em populacdes selvagens que em populacbes de
laboratorio. Concluem ainda que parametros morfométricos sao apropriados

para estudar a variacdo morfologica entre populacbes e que 0s parametros
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referentes a terceira e a quarta veia longitudinal sdo os mais importantes para
explicar a maior herdabilidade das moscas selvagens (MORAES; SENE, 2004).

A mesma técnica de ajuste de uma elipse ao contorno da asa foi utilizada
por Matta e Bitner-Mathé (2010) na analise de asas de D. simulans e D. sechellia
(Diptera), correlacionando os resultados com variacées em 12 locos de tracos
quantitativos (QTL) que relacionam-se ao tamanho e a forma das asas
identificados pelos autores. A comparacao possibilitou 0 mapeamento das bases
genéticas para a divergéncia no tamanho das asas das duas espécies, a
identificacdo de que esta divergéncia em tamanho ndo é acompanhada por
divergéncia em forma e que o dimorfismo sexual ocorre em relacéo a forma e ao
tamanho, apresentando machos com asas menores e mais arredondadas
(MATTA; BITNER-MATHE, 2010).

A terminalia masculina é formada por um conjunto de apéndices (edeago,
hipandrio e arcos genitais), apresenta evolucdo rapida e divergente e € um dos
padrées mais gerais de diversificacdo morfolégica em animais com fertilizacdo
interna (ARNQVIST, 1997; HOUSE; SIMMONS, 2005; HUBER; BRESCOVIT,;
RHEIMS, 2005). Medidas da diferenciacdo da morfologia genital sdo muito
utilizadas em estudos evolutivos populacionais, pois além de constituir um
carater diagnostico para varias espécies, como carabideos, libélulas e besouros,
diferencas na morfologia da terminalia podem gerar o isolamento reprodutivo
entre populacdes (PAULSON, 1974; SOTA; KUBOTA, 1998; NAGATA et al.,
2007).

Estudos com diversas espécies do género Drosophila utilizam analises
morfométricas do edeago com finalidades variadas. Franco et al. (2006), por

exemplo, estudaram a morfologia do edeago de espécies cactofilicas (D.
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antonietae e D. buzzatti) focando em quatro regides do edeago. Obtiveram que
a regido entre o 4pice e o processo ventral € a mais variada, corroborando
resultados anteriores que consideram esta regido do edeago como um hot spot
evolutivo (KULIKOV et al. 2004). Atribuiram a variacdo desta regido a fatores
epigenéticos e ambientais agindo conjuntamente.

O mesmo grupo de pesquisadores, em 2008, apresentaram um estudo
com a espécie D. serido, analisando os edeagos de 8 popula¢des e encontrando
divergéncias na forma dos edeagos correlacionadas a distancia geografica das
populacdes. Sugeriram trés possibilidades de explicacdo para a variagao:
hipotese chave-fechadura, pleiotropia e selecéo sexual.

Richmond et al. (2012), realizaram estudos comparativos dos edeagos D.
arizonae e de quatro subespécies de D. mojavensis utilizando Descritores
Elipticos de Fourier. As andlises por morfometria geométrica utilizadas foram
eficazes na distincdo das duas espécies e de trés das quatro subespécies de D.
mojavensis e concluiram que D. mojavensis sonorensis apresenta um padréo
diferente de evolugcdo. Os autores sugeriram duas hipéteses para explicacdo
deste fato: pressfes seletivas agindo no sistema pré-copulatorio causadas por
simpatria entre D. m. sonorensis e D. arizonae, ou, alternativamente, fluxo génico
entre D. m. sonorensis e D. m. baja, pois as condi¢des climaticas e geograficas
sao favoraveis.

Algumas pesquisas ainda utilizaram a morfometria aplicada aos dois
marcadores (asas e edeagos) para descrever a diferenciacdo entre espécies e
intraespecificas. Soto et al. (2010) analisaram a variacdo dos dois marcadores
em D. gouveai e D. antonietae buscando correlacdo com o cacto hospedeiro. Por

meio de hibridizacéo experimental, mostraram que a morfologia genital e da asa
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dos hibridos depende da planta onde a mée se hospeda, mas concluiram que a
extensdo da diferenciagdo morfolégica entre hibridos e espécies puras bem
como os padrBes de plasticidade variaram entre os 6rgdos, sugerindo uma
arquitetura genética complexa para as caracteristicas estudadas.

Populacbes geogréficas da regido neotropical de D. sturtevanti tém sido
estudadas por nosso grupo de pesquisa ha algum tempo utilizando marcadores
morfolégicos (SOUSA et al.,, 2014) e genéticos, como por exemplo, 0s
microssatélites e genes mitocondriais (ZORZATO, 2019).

Os dados de microssatélites mostraram, no geral, diferenciacdo genética
de baixa (AMOVA, Gst e D — distancia de Nei) a moderada (Fst) entre as
populac6es estudadas, e, consequentemente, elevada identidade (Nm). Porém,
indicios de estruturacdo populacional foram encontrados em andlises como a
Bayesiana, implementada no programa STRUCTURE (PRITCHARD et al.,
2000), e da genética da paisagem (landscape genetics), realizada pelo programa
GENELAND (GUILLOT et al., 2005). Na primeira andlise foram detectados dois
grupos, um formado pelas populacdes do Sul do Brasil (Aguai/SC, Ribeirdo da
llha-Florian6polis/SC e Pirai/SC), separado das demais, que formaram o
segundo grupo. Na segunda analise, foram encontrados cinco grupos. Um com
as trés populagdes do sul do Brasil (igual ao primeiro grupo observado na analise
do STRUCTURE. O segundo grupo foi formado pelas populacdes localizadas
proximas ao litoral do sudeste do Brasil (Serra da Cantareira/SP e
Picinguaba/SP). O terceiro foi formado pelas populacdes do interior do sudeste
(Matédo/SP e Nova Granada/SP). Este agrupamento foi consistentemente
observado em diversas outras analises (Gst, D de Nei, e Nm). O quarto foi

formado pela populagéo do interior do nordeste brasileiro (Pratigi/BA). E o quinto
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foi representado pela populagdo de Guaribas/PB. Além da consistente
proximidade entre as popula¢des do interior do sudeste, a populacéo insular de
Ribeirdo da Ilha (Florianopolis/SC) mostrou-se também consistentemente mais

diferenciada das demais (TRAVA, 2018).
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2 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a diferenciacdo populacional de D. sturtevanti em fragmentos de
Mata Atlantica do Brasil e da Floresta Tropical Umida da Costa Rica, por meio
de estudos morfométricos das asas e edeagos, e tentar relacionar a variabilidade
morfolégica a fatores ambientais, tais como fitofisionomia, temperatura média
anual, umidade relativa anual média, area do fragmento de mata e distribuicao

geografica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar correlacdes entre tamanho e forma das asas e forma dos edeagos
com variaveis ambientais tais como: fitofisionomia do fragmento da mata,
temperatura média anual, umidade relativa média anual, area do
fragmento de mata e distancia geografica entre os locais de coleta.

e Avaliar a possivel existéncia de um cline latitudinal quanto aos

marcadores utilizados.
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Diferenciacdo populacional da morfologia do edeago em
Drosophila sturtevanti (Diptera, Drosophilidae, grupo saltans,

subgrupo sturtevanti) apos recente expansdo demografica
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Morfometria geométrica do edeago em Drosophila sturtevanti.
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Resumo

Evidéncias crescentes demonstram que a morfologia das estruturas genitais
masculinas evolui mais rapidamente que outros tracos em grupos de animais
com fertilizacdo interna. No presente estudo, nés investigamos o padrdo de
variacdo do edeago entre populacdes naturais da espécie Drosophila sturtevanti
do Brasil e da Costa Rica. Foram detectadas diferencas significantes entre as
populacdes e foi observado a formacéo de trés grupos fenéticos distintos, que
mostraram algum grau de associacdo com o0 isolamento geogréafico, mais
evidenciado para as populacdes do Sul do Brasil e da Costa Rica. Estas
relacbes, em parte, estdo de acordo com as obtidas para marcadores
microssatélites. A ocorréncia de eventos recentes de expansao populacional na
histéria evolutiva desta espécie sugere que a sua morfologia genital deve ter

divergido rapidamente neste processo de expansao demografica.

Palavras-chave: Diferenciacdo morfolégica. Diferenciacdo latitudinal. Evolucdo

morfologica. Isolamento Reprodutivo.
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Introducao

A terminalia masculina apresenta evolucdo rapida e divergente, e
representa um dos padrbes mais gerais de diversificacdo morfolégica em
animais com fertilizacdo interna. Diferentes mecanismos podem atuar dirigindo
esta evolucdo, tais como chave-fechadura, pleiotropia e selecdo sexual
(ARNQVIST, 1997; HOUSE; SIMMONS, 2005; HUBER et al., 2005). Além de
constituir um carater diagnostico para varios organismos, como carabideos,
libélulas e besouros, medidas da diferenciacdo da morfologia da terminalia séo
muito importantes em estudos evolutivos populacionais pois incompatibilidades
podem impedir a copula, podendo culminar em uma barreira reprodutiva entre
populacdes (PAULSON, 1974; SOTA; KUBOTA, 1998; NAGATA et al., 2007;
MASLY, 2011; MASLY et al., 2012; HOUSE et al., 2013; YASSIN; ORGOGOZO,

2013).
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Em Drosophila, uma das partes da termindalia que é altamente diversa em
muitas espécies € a genitalia masculina, denominada edeago, que € o 6rgdo
quitinoso copulador do macho que consiste de duas pecas fusionadas
dorsalmente. Ele €& um carater diagndstico importante em sistematica,
especialmente para grupos de espécies cripticas, nos quais é dificil identificar as
espécies pela morfologia externa (VILELA, 1983). Um trabalho sobre a evolugéo
da genitdlia masculina no cluster D. buzzatii (grupo repleta) utilizando sete
espécies cactofilicas revelaram que fatores ecolégicos e genéticos sao
determinantes da variacdo intra e interespecifica. A alta plasticidade morfoldgica
observada deste 6érgdo em algumas das espécies deste cluster, sdo contrérias a
hipotese da chave e fechadura, enquanto a condicdo dependente observada,
plasticidade fenotipica dependente dos cactos hospedeiro e a covariagcdo com
tracos ndo genitais, estdo de acordo com os argumentos da hipétese da
pleiotropia (SOTO et al., 2007, 2008). Resultados similares foram obtidos para

outras espécies de Drosophila (ANDRADE et al. 2005, 2009).

As espécies incluidas no subgrupo sturtevanti (Diptera, Drosophilidae,
grupo saltans), D. milleri, D. magalhaensis, D. dacunhai e D. sturtevanti, sdo
cripticas e identificadas somente pela estrutura do edeago, que sdo também
muitos semelhantes. Analises dos edeagos das espécies deste subgrupo
realizadas por microscopia eletrénica de varredura foi eficiente para evidenciar
diferencas nesta estrutura, como a disposi¢cdo e a presenca ou auséncia de

escamas entre as espécies (SOUSA et al., 2014).

Drosophila sturtervanti Duda, 1925 é uma espécie neotropical que tem
uma ampla distribuicdo geografica, desde o México ao Sul do Brasil e ilhas

Caribenhas (MAGALHAES, 1962), e se adaptou a diferentes climas (DAVID;
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TSACAS, 1981) e diferentes biomas, tais como savanas (CHAVES; TIDON,
2008), manguezais (SCHMITZ et al., 2007) e principalmente na Mata Atlantica
(MATEUS et al., 2006; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006; PENARIOL, 2012).

Em um estudo pioneiro sobre isolamento reprodutivo, Dobzhansky e
Pavan (1943), verificaram a existéncia de incompatibilidade reprodutiva entre
linhagens de diferentes localidades do Brasil com linhagens da Guiana
Francesa, Coldombia, Costa Rica e Meéxico. Mais recentemente, Hosaki-
Kobayashi e Bicudo (1994), em cruzamentos entre 11 populacdes geograficas
desta espécie do Brasil ndo detectaram nenhum tipo de isolamento, entretanto,
foi observado uma grande amplitude de variacao na fertilidade de muitas das
populacbes estudadas, indicando um grau de diferenciacdo genética das
mesmas (HOSAKI-KOBAYASHI; BICUDO, 1994). Em um trabalho posterior dos
mesmos autores, a auséncia de espermatozoides em muitos cruzamentos
estéreis indicou a existéncia de isolamento sexual como principal fator para o
isolamento reprodutivo (HOSAKI-KOBAYASHI; BICUDO, 1997).

. Além dos diversos niveis de isolamento entre as linhagens geogréficas
descritos acima, pesquisadores tém avaliado esta espécie quanto a varios outros
fatores, dos quais destacam-se os estudos sobre valor adaptativo (CARARETO,
1999), morfologia (MAGALHAES; BJORNBERG, 1957; MAGALHAES, 1962) e
elementos de transposicdo (CLARK et al.,, 1995; CLARK; KIDWELL, 1997;
ALMEIDA; CARARETO, 2002; SILVA; KIDWELL, 2004; CASTRO; CARARETO,
2004; SETTA et al.,, 2007a, 2007b), todos eles mostrando alta variabilidade
populacional.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar as populacdes

naturais de D. sturtevanti quanto a variabilidade morfolégica do edeago, tentando
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correlacionar a variacdo encontrada com fatores genéticos, ambientais e a

histéria evolutiva desta espécie na regido Neotropical.

Material e Métodos

Populacdes investigadas

Foram analisados 604 machos recém coletados (anos 2016 a 2018) de
quinze populacdes de D. sturtevanti (Tabela 1; Figura 1). Dados ambientais dos
locais de coleta foram observados, tendo sido considerados para sua escolha,
resultados obtidos em nosso laboratério envolvendo genes mitocondriais e
experimentos reprodutivos. As coletas foram realizadas pela equipe do nosso
laboratorio, com excecdo a populacdo de Pratigi, cuja coleta foi realizada pela
equipe do laboratério do Prof. Dr. Hermes José Schmitz e as populacdes da
Regido Sul 1 (PIR, AGU e RDI), realizadas pela equipe da Prof2. Dr2. Daniela

Cristina De Toni.



Tabela 1. Nome e siglas das popula¢fes naturais, procedéncia geografica, faixa latitudinal, coordenadas, tamanho da area do
local da coleta, fitofisionomia da mata, temperatura média anual (T), umidade relativa média anual (UR) e tamanho amostral

de machos utilizados no presente estudo (N).

Populagdes/Siglas Procedéncia geografica Faixa latitudinal Coordenadas Area (ha) Fitofisionomia T (°C) UR (%) N
Tirimbina/ TIR Sarapiqui (CR) AC 10°23'N, 84°07°0 345 FTU 25,40 78,40 43
La Selva/ LSA Sarapiqui (CR) AC 10°25’N, 84°00°0 1.536 FTU 22,39 81,98 52
Curié/ CUR Fortaleza (CE) NE 03°29'S, 38°16°0 57,5 FOA 26,46 74,91 54
Pratigi/ PRA Pratigi (BA) NE 13°51’S, 39°17°0 32.000 FOD 24,33 72,78 45
Vitéria/ VIT Vitéria (ES) SE 20°10’S, 40°12°0 217 FOD 23,71 74,50 44
Nova Granada/ NGR Nova Granada (SP) SE 20°32’'S, 49°14°0 1.359,6 FES 24,30 59,11 50
Matédo/ MAT Matéo (SP) SE 21°37’S, 48°32°0 2.189,6 FES 23,01 60,88 60
Picinguaba/ PIC Ubatuba (SP) SE 23°21’S, 44°51°0 47.500 FOD 22,62 72,09 38
Cantareira/ SDC Séo Paulo (SP) SE 23°26'S, 46°38'0 64.800 FOD 21,52 68,48 26
Pirai/ PIR Joinville (SC) S1 26°18’S, 48°50'0 982,6 FOD 20,88 73,35 35
Ribeirdo da llha/ RDI Florianopolis (SC) S1 27°47’'S, 48°33'0 10.000 FOD 20,70 72,92 32
Aguai/ AGU Sideropolis (SC) S1 28°25’S, 49°32'0 7.652 FOD 20,94 72,72 35
Eldorado/ ELD Eldorado do Sul (RS) S2 30°05’S, 51°40'0 1.560 FES 19,83 70,14 27
Porto Alegre/ POA Porto Alegre (RS) S2 30°02'S, 51°13'0 900 FES 19,32 77,57 31
Saint’Hilaire/ SHI Porto Alegre (RS) S2 30°05’S, 51°06°0 1.148 FES 20,20 77,61 32

AC = América Central, NE= Nordeste, SE = Sudeste, S1 = Sul 1, S2 = Sul 2, FTU = Floresta Tropical Umida, FOA = Floresta Ombroéfila Aberta, FOD =
Floresta Ombréfila Densa, FES = Floresta Estadual Semidecidual. Fitofisionomias obtidas no site https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-

atlantica/. Dados abiéticos (temperatura média anual e umidade relativa média anual) obtidos no site https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/.


https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/
https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/
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Figura 1. Locais de coleta das amostras de popula¢cdes de D. sturtevanti. As cores
indicam as faixas latitudinais. AC = América Central, NE = Regido Nordeste do

Brasil, SE = Regido Sudeste do Brasil, S1 = Regido Sul 1 e S2 = Regido Sul 2.
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Preparacdo dos edeagos

Os edeagos foram preparados para as analises segundo a técnica
descrita por Kaneshiro (1969) com modificacbes (TORRES; MADI-RAVAZZI,
2006). A terca parte inferior do abdémen dos machos de D. sturtevanti foi
colocada em um microtubos contendo KOH (10%) que foi colocado em Banho
Maria a 60° C por 12 minutos, em seguida foi transferido para um novo tubo

contendo o corante Gage (80% de fucsina acida e 20% de acido acético glacial)
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permanecendo em Banho Maria a 60°C por 5 minutos. Em seguida, a estrutura
foi colocada em novo tubo contendo a substancia clareadora Eugenol
(Biedinamiea), por no minimo 48 horas. Apds este tempo, 0s edeagos foram
separados das demais partes da termindlia, posicionados em laminas em vista
lateral fixados em gelatina e fotografados (Figura 2A) com aumento de 400x
utilizando um microscopio (Primo Star, Zeiss) com camera 5 MP acoplada. Apos
a captura, as imagens foram editadas no programa Adobe Photoshop CS6 para
criacao de arquivos de contorno em preto e branco e, em seguida, submetidos a

analise no pacote de programas SHAPE v 1.3 (IWATA; UKAI, 2002).

Andlises dos edeagos

Duas analises diferentes foram efetuadas, utilizando o contorno total ou o
contorno parcial dos edeagos, sendo esta Ultima realizada utilizando somente a
regido frontal, onde se localizam o apice e o processo ventral (Figuras 2B-C).
Esta é a regido que sofre maior variagdo no subgrupo sturtevanti (MOURAO;
BICUDO, 1967), grupo virilis (KULIKOV et al., 2004) e grupo repleta (FRANCO
et al., 2006; RICHMOND et al., 2012), tendo sido classificada por Kulikov et al.
(2004) como um “hot spot” evolutivo.

Tanto na analise total, como na parcial, utilizamos modelagens dos
contornos por Descritores Elipticos de Fourier (KUHL; GIARDINA, 1982) com 25
harmoénicas, ou seja, utilizando 25 segmentos de fungdes senos e cossenos
como ajustes, e a de Analise dos Componentes Principais. Assim, selecionamos
as variaveis, representadas pelos componentes principais (PC), responsaveis

pela maior variagdo destes contornos.



40

Realizamos Testes de Levene com o objetivo de verificar igualdade entre
as variancias das populacbes. Como os PC ndo apresentaram normalidade
(Teste de Shapiro-Wilk com P<0,01), utilizamos testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney, considerando as variaveis “populagao”,
“Faixa latitudinal’, “Fitofisionomia”, “Area”, “Umidade Relativa” e “Temperatura
Média Anual”, conforme descritas na tabela 1.

Realizamos também Analises de Aglomerados utilizando os PC’s
escolhidos, seguidas de Analises de Similaridades (Anosim). Todas as analises

foram feitas com o auxilio dos programas Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004) e

Past3 (HAMMER et al., 2001).

Figura 2A-C. A. Vista lateral do edeago com as trés estruturas principais em
destaque: AA = apice do edeago, PrV = Processo Ventral e PV = Parametros
Ventrais. B. Contornos do edeago ap0s edi¢do no software Photoshop. C. Arco

entre o0 apice e o processo ventral.

A B C
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Resultados

e Analise morfométrica do edeago total

Para a analise dos contornos totais dos edeagos obtivemos 72
componentes principais, dos quais selecionamos 0s sete primeiros que
concentram a maior porcentagem da variagdo nos contornos dos edeagos
(92,57% conjuntamente). Os componentes PCl e PC2, responsaveis
respectivamente por 58,93% e 17,46% da variagdo, mostraram-se altamente
variaveis em diversas regibes do contorno, inclusive na regido que mais
diferencia as espécies do subgrupo sturtevanti, localizada entre o apice e o
processo ventral. Esta regido, entretanto, estd melhor representada nos
componentes PC3 a PC7 que explicam conjuntamente apenas 16,17% da

variacédo dos edeagos (Figura 3).
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Figura 3. VariacGes nos contornos dos edeagos para os sete primeiros PC. A
coluna central apresenta o contorno médio dos edeagos, e as colunas laterais,

a média menos e mais dois desvios-padrao (dp).

média +2dp -2dp média +2dp

-2dp
PC1 (58,94%) @&& PCS (2,61%) &&&
PC2 (17,47%) Q&& PC6 (2,41%) @& Cﬁ
PC3 (5,48%) @& & PC7 (1,40%) &@@

e (I

No total, foram obtidas diferencas significativas entre as populacfes para
todos os PC nos testes de Kruskal-Wallis (P<0,001). Analises posteriores de
comparacao par-a-par entre as populacdes mostraram diferencas significativas
entre diversas populacfes, com destaque as populacdes provenientes de Costa
Rica (TIR e LSA), que se diferenciam das demais principalmente em relacdo aos
componentes PC4, PC5 e PC6 (tabela 2). Novamente podemos ver que PC1 e
PC2 contribuem menos que os demais componentes para a diferenciagdo das

populacoes.
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Tabela 2 Comparacgbes par-a-par entre as populacdes. As siglas utilizadas para
as populacdes estdo descritas natabela 1. Os nameros indicam os componentes
principais para os quais houve diferenca significativa entre as populacdes (P <
0.05).

AC NE SE S1 S2
TIR LSA [CUR PRA|VIT NGR MAT SDC PIC|PIR RDI AGU|ELD POA
TIR
AC
LSA
CUR| 5/6 6
NE
PRA |2/3/5/6 4
VIT 6 317
NGR| 2/5/6 4
Sg | MAT 5/6 4/5 1
sbc| 5/6 56 | 5 5 5 5
PIC | 2/5/6 45| 4 317 6/7
PIR 4 6 3 |16 6/7 6 56/7 3
s1
RDI 5 4/5 3 3
AGU 6 4 3 1 5 311
ELD| 5/6  4/5/6 3 1 3 |1/6
S2
POA| 5/6 4/5 317 1 37 | U7
SHI 5/6 4/5 317 1 17 | 6/7

Utilizando a Analise de Aglomerados (Andlise de cluster), obtivemos trés
agrupamentos que sinalizam haver alguma correlag&o entre forma do edeago e
localizacdo geografica (Figura 4). O grupo 1 foi formado principalmente por
populagGes dos extremos da distribuigcdo no Brasil, tanto do Nordeste quanto do
Sul, com excec¢ao de SDC. O grupo 2 foi formado com as popula¢des da América
Central (LSA e TIR). E o grupo 3 concentrou principalmente as populagdes mais

centrais da distribuigcdo no Brasil, com excec¢éo de PRA.
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Figura 4. Andlise de cluster para as amostras de quinze popula¢fes naturais

recém-coletadas. As cores indicam as diferentes faixas latitudinais descritas

na Tabela 1.
Unweighted pair-group average
Euclidean distances
- AC
5HI 1 SE
Grupol |[gp
sOC 52
LT |
Grupo 2 LSA |7
LTIR
MAT
Grupo 3
P PIC
a 0.02 0.04 0.08 0.08 0.1 012 0.14

Linkage Distance

A analise de similaridades (Anosim) entre os 3 grupos apontou diferenca
significativa (R = 0,9539, P=0,0001) entre 0s grupos, assim como as analises
comparativas par-a-par entre eles (Grupo 1 x Grupo 2: P=0,035; Grupo 1 x Grupo
3: P=0,032 e Grupo 2 x Grupo 3: P=0,0006). As porcentagens de similaridade
entre 0s grupos apontaram que os componentes PC1 e PC2 sdo 0s maiores
responsaveis pelas diferencas entre os grupos. Como pode ser observado na
figura 3, estes componentes demonstram variagao ndo somente na regiao frontal
com em diversas outras regides do edeago. A figura 5 mostra que apesar de
PC1 e PC2 terem sido os maiores responsaveis pelas diferencas entre os
grupos, eles sado pouco explicativos na diferenciagdo dos grupos (e das
populacées), corroborando também os resultados das anélises par-a-par (Tabela
3). Estes resultados justificam entdo uma analise mais detalhada da regido do

edeago que mais varia (arco entre o0 apice e o0 processo ventral).
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Figura 5. Distribuicdo das populacdes recém coletadas em relacéo
aos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) do edeago
total, com énfase aos agrupamentos obtidos por Andlise de cluster.
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e Analise morfométrica do edeago parcial

Nesta analise, os sete primeiros PC utilizados foram responsaveis por
94,07% da variacdo da forma da regido frontal do edeago, que contém o arco
entre o0 apice e o processo ventral. Testes de Levene, para diferencas entre as
variancias dos grupos apontaram diferencas significativas para todos os PC
(P<0.01), com excecao do componente PC4 (P=0.05) (tabela 4).

Quando testamos a normalidade dos dados, todos os componentes
principais (com exce¢éao de PC3 — P = 0,78) mostraram desvios da normalidade
(P < 0,01). Assim, foi realizado o teste de Kruskall-Wallis que mostrou a
existéncia de diferencas significativas entre as populacdes para todos os sete

componentes principais estudados (tabela 3).



Tabela 3. Resultados para o teste de Levene, para

igualdade de variancias, e de para o Teste de Kruskall-

Wallis, para diferenciacdo entre as populacfes, para os

sete componentes principais.

Teste de Levene

Kruskall-Wallis

Componente F p H p

PC1 7,65172  0,00000 | 192,4463 0,0000
PC2 3,04501 0,00001 | 160,6640 0,0000
PC3 3,55440 0,00000 | 166,7255 0,0000
PC4 1,58824 0,05268 | 113,2311 0,0000
PC5 2,24810 0,00175 87,0722 0,0000
PC6 5,14144  0,00000 78,1522 0,0000
PC7 2,24904 0,00174 | 169,6276 0,0000
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Plotando os contornos médios dos edeagos parciais das populacgdes, foi

verificada similaridade entre os contornos médios das popula¢fes de cada faixa

latitudinal, mas dissimilaridade entre as faixas latitudinais, em especial, verifica-

se grande dissimilaridade entre as populacdes da faixa latitudinal AC e as

demais populac¢des (Figura 6).
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Figura 6. Contornos médios da regido contendo o arco entre o apice e o
processo ventral dos edeagos das quinze populacBes recém coletadas. No
centro, com a sigla da amostra estd o contorno médio, a sua esquerda a média

menos dois desvios-padrdo e a sua direita, a média mais dois desvios-padrao.
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Utilizando técnicas de agrupamento seguindo distancias euclidianas entre
os sete primeiros PC para as amostras de quinze populac¢des recém-coletadas,
foi possivel detectar novamente que, de modo geral, ocorreu correspondéncia
dos agrupamentos com a origem geografica (faixa de latitude) da populacdo
(Figura 7). Mais uma vez, foi possivel visualizar a formacdo de trés grandes
grupos: o primeiro formado pelas duas populacdes da AC (TIR e LSA), que
possui grande distancia de ligacdo com os outros dois agrupamentos; o segundo
formado pelas amostras de populac¢des do extremo sul do Brasil, faixa latitudinal
S2 (POA, ELD, e SHI) e duas populagdes litoraneas da faixa SE (PIC e VIT), que

se mostraram proximas morfologicamente; e o terceiro formado por populagfes
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de S1 (PIR, AGU e RDI), as popula¢des da faixa NE (CUR e PRA) e trés outras
populacdes de SE (MAT, NGR e SDC). Dentro deste agrupamento, interessante
ressaltar a diferenciacédo entre as populacfes de S1, ficando RDI bem distante
das demais (AGU e PIR), e a baixa diferenciacdo morfolégica entre as

populacdes de MAT e NGR da regido SE, e entre CUR e PRA da regido NE.

Figura 7. Andlise de cluster das amostras de popula¢cdes naturais recém-
coletadas quanto a regido contendo o arco dos edeagos. As faixas

latitudinais (descritas na Tabela 1) estdo representadas por cores diferentes.

Unweighted pair-group average
Eudlidean distances
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— o
:::] 51
52
G 3 MAT :I
rupo NGR
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o
ELD
Grupo 2 5HI
\VIT
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Grupo 1 {
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a 0.02 a.04 0.08 0.08 0.1 0.12 a.14 0.16 0.18

Linkage Distance

A anélise de similaridades mostrou diferenca significativa entre os grupos
(Anosim: R = 0,8415, P = 0,0001) e a analise dos grupos par-a-par mostrou que
as diferencas entre os grupos 1 e 2 ndo foram significativas (P = 0,0505), mas
ficaram proximas do limite superior de significancia, e foram significantes para
as demais comparacdes (Grupo 1 x Grupo 3: P = 0,0214 e Grupo 2 x Grupo 3:

P = 0,0009).
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Os dois primeiros componentes principais explicaram pelo menos 84% da
diferenciacdo entre 0s grupos, e estes componentes mostram variacao
principalmente na regido frontal, entre o apice e o processo ventral. PC1 foi
responsavel pela variacdo no comprimento comparativo do apice e do processo
ventral, e PC2 pelo comprimento destas duas estruturas conjuntamente. As
populacdes de AC diferenciam-se das demais por possuirem edeagos com apice
mais alongado e processo ventral mais curto, enquanto que a diferenciacao entre
0S grupos 2 e 3 ocorre principalmente por causa de PC2, sendo que as
populacdes do grupo 2 apresentam edeagos com apices e processos ventrais

mais curtos que as populacées do grupo 3 (Figura 8 A-D).
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Figura 8 A-D. Distribuicdo das populacdes em relacdo aos dois primeiros
componentes principais (PCl1 e PC2) dos edeagos parciais. A.
Agrupamentos obtidos por Analise de cluster. B. Populagcbes que
compdem o grupo 1. C. Populacbes que compdem o grupo 2. D.

Populacdes que comp&em o grupo 3.
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Testes de Kruskall-Wallis mostraram que os efeitos das variaveis
“Fitofisionomia” e “Faixa Latitudinal” sao significativos para PC1 e PC2
(P=0,001 e P=0,000, respectivamente) e analises de regressao linear
mostraram que estes dois componentes se correlacionam com as variaveis
“‘Umidade Relativa” (P=0,0045) e “Temperatura Média Anual” (P=0,0081) mas

n&o com a variavel “Area” (P=0,8774).
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Discussao

E fato que quando a variacdo é medida usando fenétipos selvagens, os
efeitos ambientais podem obscurecer os niveis reais da variacao, que podem ser
sub ou superestimados devido a plasticidade fenotipica devido ao ambiente. Isto
foi claramente demonstrado por Soto et al. (2007, 2008), em experimentos
controlados em laboratorio utilizando somente uma variavel, dietas semi-
naturais. Entretanto, ha estudos em diferentes taxons que mostram que isto nem
sempre € verdadeiro (LEINONEN et al. 2008) e que o uso de fenotipos selvagens
para medidas da variabilidade genética € confiavel per se (VILELA, 1983;
ARNQVIST, 1997; SOTO et al., 2007; ZANINI et al., 2015).

A avaliacdo da diferenciacdo morfolégica entre as populacdes naturais
amostradas, utilizando o edeago total, mostrou relacdo com distribuicdo
geografica das mesmas. Isto foi evidenciando pelo fato de que as amostras das
populacdes da Costa Rica se mostraram mais semelhantes entre si do que com
as demais. Além disso, com relacdo as amostras brasileiras, a maioria das
localizadas nos dois extremos da distribuicdo (CUR, VIT, ELD, SHI, POA e AGU)
apresentaram morfologia mais préoxima entre si do que com as demais amostras
localizadas no centro da distribuig&o.

Esta relagdo entre a variacdo morfologica e a distribuicdo geogréfica das
populac6es ficou ainda mais clara quando foi realizada a analise parcial do
edeago, utilizando somente a regido entre o 4pice e 0 processo ventral,
conhecidamente uma regido informativa para detectar diferenciagdo no
subgrupo sturtevanti (MOURAQ; BICUDO, 1967; SOUSA et al., 2014). Assim, 0s

nossos resultados mostraram que a escolha correta da regido do edeago a ser
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analisada é fator crucial em estudos de diferenciagcdo de populacbes por
morfometria geométrica.

Neste trabalho ndo foi observada correlacdo da forma do edeago com o
tamanho do fragmento de mata de onde provém a populacéo. Isto pode ser em
parte explicado pelo fato de que embora as fitofisionomias da Mata Atlantica
terem uma classificacdo geral, existe muita diversificacdo nos estados de
preservacao e de latitude entre elas, e também os recursos disponiveis em cada
uma das areas. Entdo, esta avaliacdo pode ser complexa em sua analise, e o
tamanho da area ndo deve ser o Unico fator a ser analisado e que estaria
influenciando a variacdo morfoldgica, e sim uma série de condicdes ecoldgicas
e ambientais, como a temperatura e umidade, entre outras. De modo geral,
estudos sobre fatores ecoldgicos relacionados ao grupo saltans, onde a espécie
D. sturtevanti esta incluida, séo inexistentes. A Unica informacéo existente € que
esta espécie € generalista, ou seja, utiliza diferentes fontes de alimentacéo e
oviposicao (DAVID; TSACAS, 1981; CHAVES; TIDON, 2008; SCHMITZ et al.,
2007; MATEUS et al., 2006; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006; PENARIOL,
2012).

Em todas as analises realizadas, as populacdes recém-coletadas na
América Central (TIR e LSA) mostraram-se mais proximas entre si e divergentes
em relacdo as populacdes recém-coletadas no Brasil. Em relacédo a dados dos
genes mitocondriais (COIl e COIl), estas popula¢cdes também ndo mostraram
diferencas significativas entre si e nas analises gendmicas por NGS (New
Generation Sequencing) ha também uma grande divergéncia em relacdo as
demais populagdes brasileiras (ZORZATTO, 2019). Intercruzamentos realizados

entre as populacdes da América Central (TIR) e as do Brasil (SDC) (dados n&o
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mostrados) indicam a existéncia de um isolamento incipiente. Isolamento
reprodutivo incipiente entre populacdes do Meéxico, Jamaica, Guatemala,
Colémbia, Guiana e diversas localidades no Brasil (Belém (PA), Maraba (PA),
Rio de Janeiro (RJ), Brasilia (DF), Tapuruquara (AM), Manaus (AM) Olimpia
(SP), Séo José do Rio Preto (SP), llha das Cobras (SP), Guaruja (SP) e Bertioga
(SP)) ja foram obtidos em trabalhos anteriores, indicando inclusive que o
isolamento sexual pode ser o principal fator responsavel (DOBZHANSKY, 1944;
BICUDO, 1979; HOSAKI-KOBAYASHI; BICUDO, 1997). Dados da literatura
indicam que a variacdo na morfologia do edeago esta correlacionada com o
sucesso na copula (ANDRADE et al., 2009; SOTO et al., 2013), entretanto, as
barreiras a reproducéo sao mais complexas, e cada grupo de organismo tem sua
histéria evolutiva, necessitando assim da avaliacdo de um namero maior de
caracteristicas genéticas, ecologicas, de comportamento e, sem duavida,
reprodutivas. Por exemplo, Civetta e Gaudreau (2015) apontam que outras
partes da anatomia genital, tais como a musculatura da terminalia masculina,
podem estar relacionadas a nao transferéncia de esperma. Segundo Vigoder et
al. (2015), os sons pré-copulatorios, obtidos durante a agitacao das asas pelos
machos, correlacionam-se com o sucesso da corte.

A variacdo obtida nos edeagos das 15 populacdes naturais de D.
sturtervanti estudadas, com a formacdo de 3 grupos geograficos, dois mais
nitidos, o grupo 1 formado pelas populacdes provenientes da Costa Rica, na
Ameérica Central e o grupo 2, formado pelas populacdes da regido Sul do Brasil
(SHI, POA e ELD) e por duas populacdes litoraneas da regido Sudeste (PIC e
VIT) e um terceiro um pouco mais indefinido contendo uma mistura de algumas

localidades, foi parcialmente observada em estudos do nosso grupo de pesquisa
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com microssatélites e genes mitocondriais, utilizando a maioria das populacées
analisadas aqui (TRAVA, 2018; ZORZATTO).

Os resultados dos trabalhos citados anteriormente mostraram existir uma
estruturacdo populacional e eventos de expansdo demografica para as
populacdes de D. sturtevanti. A AMOVA resultou na formacéo de trés grupos
populacionais (Norte, Sudeste e Sul), o que provavelmente reflete a expanséo e
a retracdo da Floresta Atlantica dentro das fitofisionomias onde estas popula¢des
ocorrem. Estes dados indicam diferenciacéo genética ocorrendo nas populacdes
de D. sturtervanti relacionada com a diferenciacdo do seu habitat, e no nosso
caso, muito provavelmente refletida na diferenciacéo das estruturas morfolégicas
estudadas no presente trabalho. Assim, fatores historicos e demograficos podem
estar afetando a distribuicdo desta espécie nos diferentes biomas em que ela
ocorre.

Numa analise focada mais no marcador morfolégico edeago, utilizando a
comparacao das amostras de popula¢des naturais, foi possivel observar que as
maiores diferencas na forma dos edeagos ocorreram no comprimento do apice
e do processo ventral. Isto foi evidenciado pelo fato de que as amostras
provindas da América Central se destacaram das demais por possuir apices mais
longos e processos ventrais mais curtos. Além disso, a populacdo SDC (faixa
latitudinal SE) apresentou arcos mais abertos. O distanciamento da populacao
RDI das duas outras populacdes da regido S1 e a proximidade morfologica das
populacbes MAT e NGR (NE), corroboram resultados obtidos em nosso
laboratério em analises de microssatélites (TRAVA, 2018).

Apesar da morfologia do edeago ser uma caracteristica mais conservada

guando comparada com outras caracteristicas morfoldégicas no que tange a
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evolucdo influenciada por fatores ambientais (EBERHARD, 2010; MATEUS
et.al.,, 2013), tais fatores podem estar contribuindo para favorecer a
diversificacdo desta caracteristica. Isto pode estar relacionado ao fato de que
nossos resultados mostraram correlacdo entre forma do edeago e as variaveis
ambientais fitofisionomia, umidade relativa e temperatura média anual, ainda que

com menor correlacdo que com a estruturacao geografica.
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Resumo

A asa € uma das caracteristicas mais utilizadas em estudos evolutivos e de
diferenciacdo populacional em drosofilideos por ser altamente sensivel a
variacfes genéticas e principalmente ambientais. Drosophila sturtevanti € uma
das espécies cripticas do subgrupo sturtevanti abundantemente encontrada em
diferentes biomas, o que a faz um excelente organismo modelo em estudos
populacionais. Neste trabalho, utilizamos técnicas de morfometria geométrica
para avaliar a variabilidade na forma e no tamanho de asas de machos de quinze
populacdes recém-coletadas de D. sturtevanti. Nossos resultados evidenciaram
gue o tamanho da asa se correlaciona mais com a localizacdo geografica e a
forma mais com a fitofisionomia da mata e com fatores ambientais. A interacéo
entre tamanho e forma da asa mostrou-se contraria a obtida em outras espécies
de drosdfilas, apresentando asas maiores e mais arredondadas em regiées com
temperaturas mais frias, resultado aparentemente observado até o momento

para esta espécie.

Palavras-chave: Evolucdo morfologica. Diferenciacdo populacional. Interacao

ambiente e fenotipo.
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Introducéo

A variabilidade fenotipica presente nas populacdes naturais € a matéria
prima para a acao de fatores seletivos e estocasticos que sdo 0s principais
mecanismos da evolugdo dos organismos. Qualquer traco, adaptativo ou nao,
que varia dentro e entre espécies é de interesse na perspectiva evolutiva. Tragos
morfométricos sdo geralmente faceis para se avaliar em uma grande quantidade
de individuos, tendo sido estudados em taxons tao distintos como cdes (DRAKE;
KLINGENBERG, 2008, 2010), estruturas florais (GOMES et al., 2006; STRELIN
et al., 2016) e humanos (BULYGINA et al., 2006; BASTIR et al., 2007, 2015).
Todos eles sdo geneticamente variaveis dentro e entre populacfes e também
muito plasticos e sensitivos a condicbes ambientais. Muitas espécies de

Drosophila tém sido utilizadas como organismo modelo para este tipo de estudo
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por apresentar uma série de caracteristicas favoraveis para sua andlise,
destacando-se os estudos com D. melanogaster (DAVID et al., 1994, 2006;
PITCHERS et al., 2013; RAY et al.,, 2016) D. simulans (DEBAT et al., 2003;
MATTA; BITNER-MATHE, 2004; CHAKIR et al., 2007) e espécies cactofilicas
(MORAES; SENE, 2004; FRANCO et al.,, 2006; SOTO et al.,, 2008, 2013;
RICHMOND et al.,, 2012). A asa € um dos marcadores morfoldégicos mais
estudados em Drosophila por apresentar elevados niveis de homologia entre
espécies (DEBAT et al., 2003; YASSIN et al., 2009), altos niveis de plasticidade
fenotipica em relacéo a diferentes fontes de variacdo ambiental (WEBER, 1990;
DAVID et al., 1994; MONTEIRO; REIS, 1999; MORIN et al., 1999; CARREIRA
et al., 2006; SOTO et al., 2008) e existe evidéncia de que a variabilidade da
morfologia da asa € alvo da selec¢éo natural (POWELL, 1997; GILCHRIST et al.,
2004).

Estudos demonstraram a alta plasticidade da asa, especialmente em
funcdo da temperatura (BITNER-MATHE; KLACZKO, 1999; DEBAT et al., 2003;
SHEARER et al., 2016).

Diversos trabalhos com drosofilideos chegaram a conclusdo que
variacbes na temperatura ambiental se correlacionam com a forma e com o
tamanho da asa de maneira inversa (CAVICHI et al., 1985;1991; IMASHEVA et
al.,1994; GILCHRIST et al, 2000). Em geral, observa-se a regra
temperatura/tamanho, segundo a qual em temperaturas mais altas observa-se
corpos menores, e consequentemente, asas menores (ANGILLETTA; DUNHAM,
2003; ANGILLETTA et al., 2004).

Loh et al. (2008) observaram asas mais alongadas em temperaturas mais

baixas em Zaprionus indianus. Resultados similares foram encontrados em D.
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melanogaster (AZEVEDO et al., 1998), D. aldrichi, D. buzzatii (LOESCHEKE et
al., 2000) e D. simulans (MATTA; BITNER-MATHE, 2004).

A espécie neotropical D. sturtervanti Duda, 1925 (subgrupo sturtevanti,
grupo saltans) € uma das poucas espécies de Drosophila que se adaptam a
diferentes climas (DAVID; TSACAS, 1981) tendo sida abundantemente coletada
em savanas (CHAVES; TIDON, 2008), manguezais (SCHMITZ et al., 2007) e
principalmente na Mata Atlantica (MATEUS et al., 2006; TORRES; MADI-
RAVAZZI, 2006; PENARIOL, 2012). As populacbes dessa espécie tém sido
avaliadas de longa data em diversos estudos quanto ao isolamento reprodutivo
(DOBZHANSKY; PAVAN, 1943; BICUDO, 1979; HOSAKI-KOBAYASHI;
BICUDO, 1994, 1997), polimorfismos de inversdes (BICUDO, 1973; HOSAKI-
KOBAYASHI; BICUDO, 1997), valor adaptativo (CARARETO, 1999), morfologia
(MAGALHAES; BJORNBERG, 1957; MAGALHAES, 1962), esterases
(NASCIMENTO; BICUDO, 2002, 2006; BERNARDO; BICUDO, 2009),
elementos de transposicdo (CLARK et al.,, 1995; CLARK; KIDWELL, 1997;
ALMEIDA; CARARETO, 2002; SILVA; KIDWELL, 2004; CASTRO; CARARETO,
2004; SETTA et al., 2007a, 2007b), sequéncias moleculares de genes estruturais
(O'GRADY et al, 1998, RODRIGUEZ-TRELLIS et al., 1999) e mais
recentemente a morfologia da terminalia masculina utilizando a microscopia
eletronica de varredura (SOUSA et al., 2014). Foi verificada uma alta
variabilidade genética em suas populacdes para a maioria dos marcadores
considerados, 0 que a torna um excelente modelo para estudos de genética
populacional.

As caracteristicas apontadas acima para D. sturtevanti, associadas a

inexisténcia de um amplo estudo populacional utilizando a técnica da
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morfometria motivou-nos a realizar este trabalho, em que o objetivo principal foi
avaliar a diferenciacado populacional utilizando a morfometria geométrica das
asas e verificar a associacéo dos resultados com as diferentes fitofisionomias da
Mata Atlantica do Brasil e da Floresta tropical Umida da Costa Rica de onde

procedem as populacoes.

Material e Métodos

Populacdes geograficas de D. sturtevanti

Foram analisados 604 machos recém coletados (anos 2016 a 2018) de
quinze populacdes naturais de D. sturtevanti (tabela 1 e figura 1). As variaveis

estdo melhor descritas no capitulo anterior deste trabalho.



Tabela 1. Nome e siglas das populacdes naturais recém-coletadas, procedéncia geogréfica, faixa latitudinal, coordenadas,
tamanho da area do local da coleta, fitofisionomia da mata, temperatura média anual (T), umidade relativa média anual (UR) e

tamanho amostral de machos utilizados no presente estudo (N).

Populagdes/Siglas Procedéncia geografica Faixa latitudinal Coordenadas Area (ha) Fitofisionomia T (°C) UR (%) N
Tirimbina/ TIR Sarapiqui (CR) AC 10°23'N, 84°07°0 345 FTU 25,40 78,40 43
La Selva/ LSA Sarapiqui (CR) AC 10°25’N, 84°00°0 1.536 FTU 22,39 81,98 52
Curié/ CUR Fortaleza (CE) NE 03°29'S, 38°16°0 57,5 FOA 26,46 74,91 54
Pratigi/ PRA Pratigi (BA) NE 13°51’S, 39°17°0 32.000 FOD 24,33 72,78 45
Vitéria/ VIT Vitéria (ES) SE 20°10’S, 40°12°0 217 FOD 23,71 74,50 44
Nova Granada/ NGR Nova Granada (SP) SE 20°32’'S, 49°14°0 1.359,6 FES 24,30 59,11 50
Matédo/ MAT Matéo (SP) SE 21°37’S, 48°32°0 2.189,6 FES 23,01 60,88 60
Picinguaba/ PIC Ubatuba (SP) SE 23°21’S, 44°51°0 47.500 FOD 22,62 72,09 38
Cantareira/ SDC Séo Paulo (SP) SE 23°26'S, 46°38'0 64.800 FOD 21,52 68,48 26
Pirai/ PIR Joinville (SC) S1 26°18’S, 48°50'0 982,6 FOD 20,88 73,35 35
Ribeirdo da llha/ RDI Florianopolis (SC) S1 27°47’'S, 48°33'0 10.000 FOD 20,70 72,92 32
Aguai/ AGU Sideropolis (SC) S1 28°25’S, 49°32'0 7.652 FOD 20,94 72,72 35
Eldorado/ ELD Eldorado do Sul (RS) S2 30°05’S, 51°40'0 1.560 FES 19,83 70,14 27
Porto Alegre/ POA Porto Alegre (RS) S2 30°02'S, 51°13'0 900 FES 19,32 77,57 31
Saint’Hilaire/ SHI Porto Alegre (RS) S2 30°05’S, 51°06°0 1.148 FES 20,20 77,61 32

AC = América Central, NE= Nordeste, SE = Sudeste, S1 = Sul 1, S2 = Sul 2, FTU = Floresta Tropical Umida, FOA = Floresta Ombréfila Aberta, FOD =
Floresta Ombréfila Densa, FES = Floresta Estadual Semidecidual. Fitofisionomias obtidas no site https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-

atlantica/. Dados abiéticos (temperatura média anual e umidade relativa média anual) obtidos no site https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/.


https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/
https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/
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Figura 1. Locais de coleta, com faixas latitudinais.

Nordeste (NE)

Sudeste (SE)

Sul 1 (S1)
Sul 2 (S2)

Anélises das asas

A asa direita de cada macho foi removida e montada em laminas contendo uma
gota de alcool 70%. As imagens das asas foram capturadas usando um microscépio
estereoscopico LEICA MZ16 com aumento de 3,2 X com cdmera LEICA DFC295 de

5 MP acoplada. Em seguida, foram obtidos dez marcos anatdémicos do tipo | (Figura



72

2) utilizando o programa TPSDig 2 (ROHLF, 2005). Os dez marcos anatdémicos estao
localizados nas interseccdes de veias ou onde a veia encontra as margens da asa
(HOFFMANN; SHIRRIFFS, 2002). Para testar a precisdo das marcacoes, fizemos
duas marcacdes em cada asa em periodos diferentes e inserimos em todas as
andlises a variavel “repeticdo” com duas categorias de resposta: marcagao 1 e
marcacao 2 (ARNQVIST; MARTENSSON, 1998).

Foram consideradas as variaveis “populacdo” como efeito principal e
“fitofisionomia”, “faixa latitudinal”, “temperatura anual média”, “umidade relativa” e
“area do fragmento de mata coletado” como efeitos secundarios. As caracteristicas
das populacdes estudadas, relativamente a essas variaveis sdo mostradas na tabela
1.

Os tamanhos médios das asas das vinte popula¢des foram comparados pelo
Método de Analise de Centroides, que mede a distancia quadréatica de cada marcador
ao centro de gravidade da asa. Para a analise da forma, utilizamos Analises de
Procrustes (GOODALL, 1991) que fazem o alinhamento dos marcadores em trés
etapas: remoc¢ao da variagdo do tamanho, translacdo das imagens a uma mesma
localizacdo e rotacdo para um ajuste que otimiza a superposicdo. Utilizamos Analises
de Componentes Principais para reduzir as variaveis. Analises multivariadas foram
empregadas para descrever a variagdo das variaveis “tamanho” e “forma”. As
correlagdes entre o tamanho e a forma das asas e as variaveis ambientais foram
testadas por correlagcbes lineares multiplas. Por fim, realizamos Analises
Discriminantes que buscam reclassificar os individuos de cada populacéo, de acordo
com suas principais caracteristicas e comparar 0s percentuais de acertos nesta
reclassificacdo (KLINGENBERG, 2010; MARDIA, 1979). Para as Analises

Discriminantes, utilizamos tanto Distancias de Procrustes, como Distancias de
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Mahalanobis. Todas as analises foram processadas utilizando os softwares MorphoJ

(KLINGENBERG, 2011) e Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

Figura 2A-C. Marcos anatbmicos da asa. A. Imagem lateral da asa. B. Dez marcos
anatbmicos apo6s superposicdo de todas as asas, ajuste de tamanhos e rotacdo. C.
Contornos das asas para analise entre o contorno médio (contorno mais claro) e as

variacdes de acordo com 0s componentes principais (mais escuro).

B
A - :
2
1 e o
g — T ———— C
= 3
% ‘:"_:--.._\_\_‘_\_\_h“ ""‘—-‘J ! L+
25
Resultados

Nas analises para o tamanho (Centroides) e para a forma (Distancias de
Procrustes), a marcacado dos marcos anatdomicos foi realizada duas vezes em cada
asa e ndo foi observada diferenca estatistica em todas as analises realizadas (P >
0,9).

Foi feita uma analise de componentes principais (PC), tendo sido gerados 16

PC’s dos quais escolhemos os dois (PC1 e PC2) com maior percentual de explicagao
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da variacdo da asa para apresentacao dos resultados (38,89%; Tabela 1 em material
suplementar).

Quando analisamos o tamanho das asas pelos valores dos centroides
verificamos que as populagbes da regido S1 (PIR, AGU e RDI), provenientes de
fragmentos de Floresta ombrdfila densa, apresentaram asas maiores e a populacéo
do Ceara (CUR), proveniente do unico fragmento de Floresta ombrofila aberta, as
menores asas. Os tamanhos das asas das demais populacdes foram semelhantes

(Figura 3).

Figura 3. Médias e intervalos de confianca (95%) para os
tamanhos dos centroides das amostras populacionais de D.

sturtevanti. Siglas das popula¢gdes em Materiais e Métodos.
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Nas analises de variancias (Anovas) utilizando os componentes principais para

tamanho (Centroides) e forma (Distancias de Procrustes) os fatores “populagéo”, faixa
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latitudinal” e “fitofisionomia” apresentaram efeito significativo, no entanto, entre os dois

fatores ambientais, “fitofisionomia” explica melhor a forma das asas e “faixa

latitudinal”, o tamanho (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de F e p da ANOVA para tamanho e forma das asas, considerando 0s

efeitos “Fitofisionomia”, “Faixa Latitudinal” e “Populagao”.

Tamanho (Centroide)

Efeito SS MS df F P
Fitofisionomia 3923280,80 1307760,27 504 0,0360
Faixa Latitudinal 6676829,50 1669207,38 4 6,43 0,0170
Populagéo 633259,47 259587,30 241,44 <0,0001
Forma (Procrustes)

Efeito SS MS df F P
Fitofisionomia 0,061 0,001 48 5,05 <0,0001
Faixa Latitudinal 0,028 0,0002 64 1,72 0,0059
Populagéo 0,028 0,00005 112 511 <0,0001

Nas andlises de correlacdo entre os coeficientes de variacdo dos logaritmos

dos centroides e a latitude verificou-se que existe um ajuste polinomial relativamente

bom se excluirmos as duas populacdes provenientes de Costa Rica (TIR e LSA)

(Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de disperséo das populacfes de D. sturtevanti entre
latitudes e coeficiente de variacdo dos logaritmos dos centroides. Siglas
das populacdes em Materiais e Métodos.
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Através de modelos lineares generalizados foram testados os efeitos das
variaveis ambientais sobre o tamanho das asas. Considerando o logaritmo do
centroide como variavel dependente, as variaveis categoricas fitofisionomia e faixa
latitudinal apresentaram efeito significativo (P = 0.000 para ambas), assim como as
variaveis continuas umidade relativa média anual (P = 0.000) e temperatura média
anual (P = 0.000), porém a variavel continua area do fragmento de mata nao
apresentou efeito significativo (P = 0.148). Os testes dois a dois para os grupos obtidos
de acordo com a variavel fitofisionomia indicaram diferenca significativa entre todos
os grupos (P < 0.001 para todas as comparagdes). Para os agrupamentos por faixa
latitudinal, apenas os grupos SE e S2 n&o apresentaram diferenca significativa (P =

0.112 para SE versus S2 e P < 0.001 para as demais comparacoes).
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Na andlise comparativa entre as populacbes quanto a forma das asas,
observou-se que a diferenciacdo entre os contornos medios de cada populacédo é
muito pequena, mas a variacado intrapopulacional diferencia umas populacdes das
outras, destacando-se a populacdo SDC cuja variacdo € bem maior que a das demais
(Figura 1 em material suplementar).

Os marcadores que compdem o0s dois componentes principais com maior
participacdo na variacao dos contornos das asas (PCl e PC2)sdo2e5(PCl)e 2,6
e 7 (PC2). Os marcadores 2 e 5 sdo responsaveis pela variacdo da forma da asa,
enquanto que os marcadores 6 e 7 mostram divergéncia na parte interna da asa

(Figura 5).

Figura 5. Marcadores mais variaveis nos dois componentes
principais estudados.
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A forma da asa mostrou-se mais correlacionada com a fitofisionomia do que o
tamanho, com a populagdo CUR, provinda de Floresta ombrofila aberta (faixa
latitudinal NE) apresentando asas mais alongadas quando se analisa 0 componente

PC1 (Figura 6A-D a seguir e Figura 2A-B em material suplementar).
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Figura 6A-D. Diagrama de dispersdo comparando as variagcbes na forma das asas
indicadas pelos componentes principais PC1(20,63%) e PC2(18,25%), dando destaque

para as populacdes procedentes de diferentes fitofisionomias. A. Floresta estacional

semidecidual; B. Floresta ombroéfila aberta; C. Floresta ombroéfila densa; D. Floresta

tropical umida.
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As porcentagens de reclassificacdo errbnea, obtidas por Analise de Funcao

Discriminante, apontam para a formagédo de um grupo com as populagbes da faixa

latitudinal S1, provenientes de Floresta ombréfila densa, outro grupo com as duas

populacbes da faixa latitudinal AC, provenientes de Floresta tropical umida. A

populacdo CUR, coletada em Curi6 (faixa latitudinal NE, Floresta ombrofila aberta),

distingue-se de todas as outras, ndo apresentando porcentagens significativas de

reclassificacdo errbnea com nenhuma outra populacdo (Tabela 2, em material

suplementar).
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As Distancias de Mahalanobis e as distancias de Procrustes (Tabelas 4 e 5, em
material suplementar) apontam diferencas na forma das asas entre quase todas as
populacdes com excecdo das populacdes da faixa latitudinal AC (LSA = TIR, Floresta
tropical umida), de S1 (AGU = PIR = RDI, Floresta ombrofila densa) e de S2 (SHI =
POA, Floresta estacional semidecidual). A populacdo ELD, com local de coleta
préximo a Porto Alegre (12 quildmetros), ndo se agrupou com nenhuma das duas
populacdes analisadas desta regido (SHI e POA). Também podemos notar que as
populacdes de Serra da Cantareira (SDC, faixa SE, Floresta ombréfila densa), Porto
Alegre (POA, faixa S2, Floresta estacional semidecidual) e Vitéria (VIT, faixa SE,
Floresta ombrofila densa), apesar de distantes geograficamente, apresentaram
igualdade entre si e no caso de Serra da Cantareira, com duas populacdes de S1
(SDC = POA, SDC = VIT, SDC =PIR, SDC = RDI e VIT = POA), ainda que os valores
de P ndo sejam tao grandes em alguns casos.

Como em todas as analises feitas notamos que o fator localizacédo geografica
aparentemente influencia na forma da asa, fizemos testes de correlagdo entre
porcentagens de reclassificacdo errbnea entre as populacdes recém-coletadas e as
diferencas entre as latitudes dos locais de coleta (distancia geografica) obtendo
correlagcdo negativa (r=-0,3318, P=0,0005), indicando que as populacbes mais
distantes geograficamente apresentam padrdes distintos de asa.

As analises de modelos lineares generalizados testando os efeitos das
variaveis ambientais sobre a forma das asas, considerando os dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2), mostraram que as variaveis categoricas
fitofisionomia e faixa latitudinal apresentaram efeito significativo (P = 0.000 para
ambas), assim como as variaveis continuas umidade relativa média anual,

temperatura média anual e area do fragmento de mata (P < 0.000 para todas).



80

Discussao

e Morfometria das asas

A maioria das populagbes de D. sturtevanti ndo apresentou diferencas
significativas em relagdo ao tamanho das asas pela anélise do centroide, entretanto,
as populacoes da faixa latitudinal S1 (PIR, AGU e RDI) apresentaram as maiores asas
e a populacdo do Ceara (CUR) as menores asas, destacando-se das demais
populacdes. Verificou-se que as diferencas observadas no tamanho das asas
ocorreram em populacbes de extremos geograficos, e também com extremos de
temperatura. Este achado corrobora dados da literatura, em especial a regra
temperatura/tamanho, segundo a qual em temperaturas mais altas observam-se
COrpos menores, e consequentemente, asas menores (DAVID, et al., 1994,
ANGILLETTA; DUNHAM, 2003; ANGILLETTA et al., 2004).

Em trabalhos anteriores com outras espécies de Drosophila foi verificado que
o tamanho da asa € altamente sensivel a mudancas climaticas (SHEARER et al.,
2016) e em nossas analises, esta evidente que fatores como temperatura média anual
e area do fragmento coletado fazem parte de uma gama de covariaveis explicativas
na diferenciacdo populacional por tamanho de asa. O fator “area do fragmento
coletado” foi significativo na explicagéo da variabilidade da forma das asas, mas néo
do tamanho destas, o que pode estar relacionado a diversificacdo da composicéo
faunistica dos fragmentos e a outros fatores que influenciam componentes seletivos

gue atuam direta ou indiretamente nesta caracteristica.
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Na analise dos fatores “faixa latitudinal” e “fitofisionomia”, o tamanho da asa
correlaciona-se mais com “faixa latitudinal”, evidenciando que populacdes mais
distantes geograficamente apresentam padrbes mais distintos de asas.

Na analise da forma das asas, a variavel fitofisionomia mostrou-se mais
adequada na explicacéo da diferenciacéo populacional, apresentando a populacéo de
Floresta ombrofila aberta (CUR) com asas mais similares a uma elipse.

As variaveis ambientais (temperatura média anual, umidade relativa e area do
fragmento) correlacionam-se com a forma das asas, corroborando a hipétese de
plasticidade desta caracteristica, ou seja, a forma da asa é muito influenciada por
fatores ambientais (CAVICHI et al., 1985; DEBAT et al., 2003; MATTA; BITNER-
MATHE, 2004).

A populacdo CUR (Nordeste brasileiro, Floresta ombrofila aberta) apresentou
asas com formato distinto das demais, ndo apresentando porcentagem de
reclassificacdo errbnea alta nas andlises discriminantes com nenhuma outra
populacdo. Esta diferenciacdo também fora obtida em outros estudos de nosso
laboratorio envolvendo genes mitocondriais (ZORZATO, 2019).

A coleta realizada em Eldorado do Sul (ELD) foi realizada pelo fato de que
nesta regido foi coletada outra espécie do subgrupo sturtevanti, D. magalhaesi
(PAVAN, 1950; MAGALHAES, 1962), que esperariamos também coletar, o que néo
ocorreu. Mas esta populacao (ELD) diferiu significativamente quanto a forma das asas
das outras duas populagcdes coletadas em areas proximas (POA e SHI), indicando
diferenciacao entre elas que sera investigado em maiores detalhes.

Na analise de funcéo discriminante, as populacdes SDC e POA apresentaram
porcentagens de reclassificacdo errbnea significativas em relacdo a diferentes

populacdes, procedentes de fitofisionomias distintas das suas e com localizacdes
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geograficas distantes. A alta variabilidade observada para estas populacdes pode
estar relacionada com o bom estado de conservacao dos locais de onde procedem as
populacdes, onde pressdes seletivas ou ambientais menores possam estar atuando,
favorecendo a ampla plasticidade fenotipica para esta caracteristica.

A relacdo entre tamanho e forma das asas tem sido estudada por muitos
pesquisadores (WEBER, 1990; BITNER-MATHE; KLACZKO, 1999; HOFFMANN;
SHIRRIFS, 2002; CARREIRA et al., 2006; SOTO et al., 2008) com conclusdes da
presenca de alometria entre estas duas caracteristicas. Os resultados do presente
trabalho mostraram que o tamanho da asa esteve mais relacionado a latitude,
enguanto que a forma, a fitofisionomia e aos fatores ambientais.

A andlise dos marcadores para a forma das asas que apresentaram maior
variacdo em relacdo ao contorno médio nos mostra grande variacdo nos marcadores
2, 5, 6 e 7 para os dois componentes principais. Trabalhos anteriores apontam que
variacdes no marcador 5 sdo correlacionadas a variacdo de temperatura (CAVICHI et
al., 1985), enquanto o marcador 2 est4 mais relacionado ao estresse (DEBAT et al.,
2003; MATTA; BITNER-MATHE, 2004). A variac¢&o destes dois marcadores é decisiva
para a configuracado mais arredondada ou mais alongada das asas.

As duas caracteristicas estudadas nas popula¢cdes recém-coletadas no Brasil
indicaram haver uma relacdo entre a forma e o tamanho das asas e a localizagcéo
geografica, com asas menores e mais alongadas (em forma de elipse) em localidades
mais proximas do Equador e asas maiores e mais arredondadas em localidades mais
distantes do Equador. O resultado de que asas menores sao mais alongadas contraria
os resultados obtidos na literatura com outras espécies (AZEVEDO et al., 1998;
LOESCHEKE et al., 2000; MATTA; BITNER-MATHE, 2004; LOH et al., 2008) e

indicam uma caracteristica até agora observada unicamente em D. sturtevanti.
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Material suplementar

Tabela 1. Coeficientes dos dois
componentes principais estudados.
Entre parénteses estdo as
porcentagens de explicacdo da
variacdo das asas de cada variavel.
Em negrito estdo os maiores valores

dos coeficientes dos componentes.

PC1(20,63%) PC2 (18,26%)

x1 0,140 -0,063
yl 0,072 0,217
X2 -0,583 -0,556
y2 0,156 0,048
x3 0,294 -0,065
y3 0,074 -0,099
x4 0,307 -0,094
y4 -0,006 -0,155
x5 -0,360 0,163
y5 -0,168 -0,081
X6 -0,261 0,459
y6 -0,082 -0,175
X7 -0,176 0,486
y7 -0,069 -0,050
x8 0,255 -0,080
y8 -0,010 0,087
x9 0,286 -0,054
y9 0,011 0,079
x10 0,098 -0,194

y10 0,022 0,129
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Tabela 2. Porcentagens de reclassificacdo errbnea obtidas por Analise de Funcéo

Discriminante com as populacdes recém-coletadas tomadas duas a duas. As cores

indicam as fitofisionomias.

% |AGU PIR RDI MAT NGR SDC PIC POA SHI ELD VIT PRA LSA
PIR |28,57
RDI |23,19 28,99
MAT| 3,16 7,37 7,45
NGR | 3,53 3,53 9,52 20,91
sDC | 8,33 16,67 15,25 15,29 6,67
PIC | 2,74 411 11,11 11,22 12,50 12,70
POA |10,61 7,58 10,77 7,69 4,94 21,43 10,14
SHI | 7,75 597 6,06 543 4,88 21,05 429 17,46
ELD | 3,22 161 164 460 3,90 11,54 6,15 12,07 13,56
VIT | 513 897 1558 4,85 538 13,24 11,11 14,86 24,00 10,00
PRA | 5,00 3,75 8,86 1048 12,63 571 27,71 921 6,49 4,17 7,95
337 0,00 454 614 7,69 633 543 9,41 13,95 7,41 4,12 7,07
LSA | 3,45 1,15 3,49 4,46 294 6,49 3,33 13,25 7,14 21,52 12,63 4,12 10,38
TIR | 1,28 0,00 0,00 1,94 215 0,00 1,23 6,76 13,33 12,86 10,47 0,00 515 26,32
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Tabela 3. Distancias de Mahalanobis entre as populacdes recém-coletadas. * P>0,05; ** P>0,01. As cores indicam as fitofisionomias.

AGU, S1 POA, S2 ELD,S2 LSA,AC MAT,SE NGR, SE PIR, S1 RDI, S1 SHI, S2  TIR, AC

POA, S2 2,2383

3,6755 2,2589
ELD, S2 3,5918 1,9323 2,675
LSA, AC 3,4006 2,1522 2,5091 1,5297
MAT, SE 3,4355 2,8328 3,317 3,631 3,558
NGR, SE 3,1505 2,5255 2,8612 3,5438 3,3386 1,3444

2,7555 2,0809 2,9386 3,3311 3,0541 2,3044 1,6293
PIR, S1 1,0445* 1,9641 3,5242 3,0585 3,148 3,1784 2,9786 2,5229

2,764 2,5564 3,0234 3,9531 3,477 2,6825 2,1274 1,4226 2,8396
RDI, S1 1,3589** 1,933 3,138 3,1889 3,1332 3,0019 2,5969 2,0595 0,9945* 2,4289

2,1459 1,2681* 2,7551 2,406 2,544 2,0748 2,1545 2,0633 1,7374 2,6326 1,7466
SHI, S2 2,5541 1,3231* 1,9255 2,2558 2,382 3,1373 2,613 2,3901 2,3675 2,7447 2,1707 1,8968
TIR, AC 3,3562 2,3701 2,9614 1,9912 1,1234** 3,9128 3,5868 3,1812 3,1835 3,507 3,2024 2,8922 2,4955

2,7892 1,6622 2,3556 2,39 2,1983 3,2123 2,6263 1,9625 2,4326 2,5587 1,9628 2,0049 1,6476 2,3027
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Tabela 4. Distancias de Procrustes entre as populacdes recém-coletadas. * P>0,05; ** P>0,01. As cores indicam as fitofisionomias.

AGU, S1 POA, S2 ELD,S2 LSA,AC MAT,SE NGR,SE PIC, SE PIR,S1 PRA,NE RDI,S1 SDC,SE SHI,S2 TIR, AC

POA, S2 0,0155
0,0303 0,0193

ELD, S2 0,0241 0,0140 0,0251
LSA, AC 0,0186 0,0145 0,0270 0,0117
MAT, SE 0,0238 0,0226 0,0273 0,0264 0,0236
NGR, SE 0,0232 0,0212 0,0234 0,0274 0,0246 0,0099
PIC, SE 0,0133 0,0154 0,0260 0,0248 0,0196 0,0170 0,0143
PIR, S1 0,007* 0,0145 0,0304 0,0198 0,0163 0,0226 0,0230 0,0143
PRA, NE 0,0174 0,0209 0,0256 0,0317 0,0262 0,0225 0,0200 0,0127 0,0212
RDI, S1 0,007* 0,0141 0,0276 0,0216 0,0178 0,0211 0,0201 0,0114 0,006* 0,0179
SDC, SE 0,0142 0,010* 0,0238 0,0156 0,0143 0,0157 0,0173 0,0136 0,011** 0,0213 0,011**
SHI, S2 0,0197 0,009* 0,0153 0,0191 0,0203 0,0244 0,0219 0,0180 0,0199 0,0199 0,0183 0,0150
TIR, AC 0,0165 0,0172 0,0316 0,0163 0,008* 0,0268 0,0274 0,0198 0,0145 0,0262 0,0166 0,0168 0,0227
VIT, SE 0,0134 0,009** 0,0224 0,0184 0,0152 0,0222 0,0198 0,0110 0,0125 0,0176 0,0105 0,011** 0,0122 0,0154
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Figura 1. Forma das asas de cada uma das populacdes em relacdo a variavel PC1.

No centro esta o contorno médio, a sua direita o contorno médio acrescido de um

desvio padréo de variagdo e a sua esquerda, diminuido de um desvio padréo.
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Figura 2A-B. Diagrama de dispersdo comparando as variacdes na forma das asas
indicadas pelos componentes principais PC1(20,63%) e PC2(18,25%). A. Segundo

a variavel “Fitofisionomia”; B. Segundo a variavel “Faixa Latitudinal”.
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5 CONCLUSAO

Quando analisamos os dois marcadores (asas e edeagos) conjuntamente,
podemos ver que as populacdes de D. sturtevanti apresentam variacbes que
seguem alguns padrdes por proximidade geografica. A divergéncia obtida para as
asas pode ser explicada em grande parte por fatores ambientais, ja que sao mais
suscetiveis a estes fatores que os edeagos, mas efeitos de fundacao da populacéo,
de gargalos populacionais e diminuicdo do fluxo génico correlacionados a
fragmentacao da Mata Atlantica ndo podem ser descartados.

De forma geral, as diferenciacbes morfométricas das asas e dos edeagos
mostraram certos pontos de convergéncia. Destacamos a diferenciacédo latitudinal
com o agrupamento das populacdes da América Central diferindo com bastante
intensidade das populac6es do sul do Brasil. Esta divergéncia pode ser um reflexo
da existéncia de uma nova espécie na Costa Rica, que esta sendo testado em
nosso laboratério com marcadores moleculares e testes de isolamento reprodutivo.
Também houve dificuldades em se estabelecer critérios de associacdo para as
populacdes do Sudeste brasileiro, mostrando que tais caracteres podem estar
sendo influenciados por fatores ambientais e genéticos e outros a serem
explorados. Além disso, a relacdo entre tamanho e forma das asas em D.
sturtevanti foi divergente dos resultados encontrados para outras espécies de
Drosophila, o que demonstra um aspecto intrinseco desta espécie que necessita

ser melhor investigado em projetos futuros.
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