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Resumo

Drosophila maculifrons pertence ao grupo guaramunu € habita areas de
matas do Brasil, principalmente nos dominios da Mata Atlantica das regides sul,
sudeste e centro-oeste. Ja D. ornatifrons pertence ao grupo guarani e tem sido
encontrada em todas as regides do Brasil, porém em pequeno numero amostral.
Apesar da grande quantidade de dados citogenéticos e moleculares para estas
espécies (principalmente relacionados a analises filogenéticas), ndo existe nenhum
estudo comparativo entre caracteristicas morfolégicas utilizando populagdes
naturais. Assim, para quantificar a diferenciacdo e identificar alguns padrbes
populacionais de variagdo morfolégica nestas espécies, este trabalho teve como
objetivo analisar a morfologia do edeago e das asas de sete populagdes de D.
maculifrons e quatro populagdes de D. ornatifrons por meio da morfometria
geométrica de amostras coletadas em areas de floresta ombrofila mista e floresta
estacional semidecidual. Os resultados mostraram que houve diferenciagao
significativa para o tamanho e a forma das asas entre as popula¢des para as duas
espécies. As populagdes de D. ornatifrons apresentaram maior distancia de
Procrustes entre si do que as de D. maculifrons. Esta variagcdo pode estar
relacionada com aspectos ecoldgicos das mesmas, com D. ornatifrons possuindo
uma maior especificidade ecoldgica, o que dificulta a sua ocorréncia e captura, e D.
maculifrons sendo mais generalista e sendo, portanto, mais facilmente encontrada
quando comparada com D. ornatifrons. Para o edeago n&do houve diferenciagéo
morfoldgica significativa para a forma em D. ornatifrons. Em D. maculifrons foram
observadas diferengas significativas para a forma do edeago entre as populag¢des
amostradas, principalmente entre as localizadas no sul e sudeste do Brasil. Estas
diferencas observadas para os dois marcadores morfolégicos corroboram que a
diferenciagdo nos caracteres da genitalia masculina sofrida pelos individuos nem
sempre € acompanhada por igual diferenciagdo na morfologia do restante do corpo.
Apesar da asa e do edeago terem apresentados resultados diferentes quanto ao
padrao de diferenciacao interpopulacional para as duas espécies, a evolugao e a
divergéncia morfologica entre as populagdes de D. ornatifrons e de D. maculifrons
parecem estar ligadas provavelmente a exploragédo diferencial de nichos por estas
espécies e/ou relacionadas a diferenca de temperatura entre os locais de coleta.
Palavras-chave: Drosophila ornatifrons, Drosophila maculifrons, Mata Atlantica,

fragmentacao de habitat, diferenciagdo morfoldgica.
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Abstract

Drosophila maculifrons belongs to the guaramunu group and in habits forests
in Brazil. It can be found mainly in the Atlantic Forest domains of the south, southeast
and central-west regions. On the other hand, D. ornatifrons belongs to the guarani
group and has been collected all over Brazil, but in small number sample. In spite of
the great amount of cytogenetics and molecular data for these species (mainly
related to phylogenetic analyses), there is no comparative study using morphological
characters in natural populations. Thus, in order to quantify and identify some
patterns of morphological variation in populations of these species, this work aimed
to analyze the aedeagus and wing morphology in seven populations of D.
maculifrons and four populations of D. ornatifrons using geometric morphometry of
samples collected in areas of ombrophylous mixed forest and semideciduous
seasonal forest. Our results showed that there was statistically significant variation
for wing size and shape among the populations for both species. Drosophila
ornatifrons populations had greater Procrustes distance among each other than the
distances among D. maculifrons populations. This variation in the wing morphology
detected among populations of both species could be related to their ecological
features. It is possible that D. ornatifrons have a narrower ecological specificity, which
hinder its occurrence and capture, and D. maculifrons is probably more generalist
and, therefore, suffer less environmental pressure when compared to D. ornatifrons.
Regarding the aedeagus, there was no morphological differentiation for shape in D.
ornatifrons, while in D. maculifrons it was detected statistically significant differences
among sampled populations, mainly between those located in the south against
those from the southeast regions of Brazil. The differences detected for these two
morphological markers in the patterns of variation corroborated that the differentiation
in the genital characters is not always followed by similar differentiation in the
morphology of the rest of the body. Despite wing and aedeagus of D. maculifrons and
D. ornatifrons have depicted different results in the populational analyses, the
evolution and morphological divergence among populations of these species seems
to be linked to differential niche exploitation and/or to differences in the temperature

in the sampled localities.

Key-words: Drosophila ornatifrons, Drosophila maculifrons, Atlantic Forest, habitat

fragmentation, morphological differentiation.
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1. Introducgao

Desde o surgimento da biologia evolutiva, a variagado morfolégica na natureza
e a evolucdo do tamanho e forma de caracteres morfolégicos tem sido temas
centrais de investigagédo cientifica. Uma variedade de agentes n&o mutualmente
exclusivos, tais como barreiras ambientais, fluxo génico, processos histéricos e
sistemas de acasalamento, podem alterar a estrutura genética de populacdes
(DONNELLY & TOWNSON, 2000; GERLACH & MUSOLF, 2000; TIEDEMANN et al.,
2000). O entendimento de como esses fatores influenciam ao longo do tempo a
dindmica das populacdes é essencial para a Biologia Evolutiva. Estudos de
diferenciagao populacional podem ser baseados tanto em marcadores morfolégicos
quanto moleculares, utilizando estatisticas derivadas da genética de populagdes e
filogeografia (AVISE, 2000).

De acordo com Monteiro e Reis (1999), a morfometria pode ser definida como
o0 estudo estatistico das mudangas e variagbes no tamanho, ou também como a
analise e mensuracdo de um componente complexo multidimensional chamado
forma (MORAES, 2003). Muito usada na biologia evolutiva, pois proporciona a
interpretacdo e comparacdo dos padrées de variacdo de caracteres quantitativos
(BLACKITH & REYMENT, 1971; CAVALCANTI & LOPES, 1990). O estudo da
morfometria tem interessado diferentes areas do conhecimento por diversos motivos.
Os taxinomistas utilizam para mensurar diferengas entre espécies, criando
referencias para comparagdes, os ecologos discutem que a forma e o tamanho de
um organismo devem caracterizar aspectos de sua evolugdo e os geneticistas se
preocupam em estimar a herdabilidade de caracteres morfométricos, quantificando e
separando as influencias genotipicas do ambiente sob o fenétipo de uma populagéo
(PERES, et al., 1995).

Estudos com marcadores moleculares necessitam da utilizacdo de
equipamentos e reagentes que apresentam custos relativamente altos para a sua
realizacado. Neste sentido, a utilizagao da técnica da morfometria é vantajosa devido
ao baixo custo, necessitando apenas dos instrumentos para a digitalizagado de
imagens, e a velocidade da obtengdo de dados e o material pode ser faciimente
obtido tanto de exemplares frescos quanto secos (LYRA et al., 2010). Assim, a
morfometria geométrica se apresenta como uma técnica que permite, com menor

custo e tempo, diferenciar espécies com um alto grau de confianga, atuando como



mais uma ferramenta de analise muito eficiente (CALLE et al., 2008).

Os marcadores morfologicos podem ser uteis no fornecimento de ideias
alternativas em estudos populacionais, proporcionando uma boa avaliagdo de como
a variagdo genética esta distribuida entre as diferentes entidades, devido as
caracteristicas morfolégicas estarem geralmente sob controle poligénico
(FALCONER, 1989; GARNIER et al., 2005). Segundo Mackay (2004), num contexto
moderno, os estudos da variagdo morfolégica devem envolver a analise simultanea
de fatores genéticos e de fatores ambientais que causam variagao intraespecifica e
divergéncia interespecifica.

Um marcador morfolégico bastante usado em estudos de evolugao em insetos
€ a asa. A asa de Drosophila € um excelente modelo pois apresenta elevados niveis
de homologia entre espécies, que € aplicavel a muitos pontos de referéncia através
de um grande numero de espécies (DEBAT et al., 2003). O desenvolvimento da asa
tem sido amplamente estudado e € relativamente bem compreendido (DE CELIS,
2003) e apresenta altos niveis de plasticidade fenotipica em relacdo a diferentes
fontes de variagdo ambiental (WEBER, 1990; DAVID et al., 1994; MONTEIRO &
REIS, 1999; MORIN et al., 1999; CARREIRA et al., 2008; SOTO et al., 2008a). Além
disso, existe evidéncia de que os diferentes aspectos da morfologia da asa (tanto o
tamanho quanto a forma) sdo alvos da selegéao natural (POWELL, 1997; GILCHRIST
et al., 2004). Assim, os insetos sdo um excelente sistema para se estudar este tipo
de variagao morfolégica, dado que respondem, de maneira geral, rapidamente as
perturbagdes ambientais.

O estudo quantitativo da forma é realizado por meio de técnicas
morfométricas. A forma é definida pela configuragdo de marcos anatémicos e,
segundo Richtsmeier e colaboradores (2002), as mensuragbes extraidas das
estruturas em que se busca estudar a forma contém informagdes combinadas de
tamanho e conformacao. A conformacao representa as propriedades geométricas de
uma configuracao de pontos que sao invariaveis para mudancas de escala, rotagao
e translagéao (SLICE et al., 2011), e o tamanho aborda as propriedades em relagao
as grandezas e dimensdes.

A morfometria geométrica tem como objetivo representar e descrever a
geometria das formas estudadas, além de localizar claramente as regides onde
ocorrem as modificagdes e, reconstruir graficamente tais mudangas que ocorrem na

forma (FORNEL, 2005). Essas descrigdes baseiam-se em pontos de referéncia,



denominados marcos anatémicos (do inglés landmarks). Tais marcos caracterizam-
se como pontos de correspondéncia presentes em cada objeto, que coincidem entre
e dentro das populagbes estudadas (DRYDEN & MARDIA, 1998). Dessa forma, séo
pontos morfoldgicos considerados homologos e que se repetem nos objetos de
estudo. A homologia neste caso é considerada um mapeamento de pontos, onde o
importante € relacionar ponto a ponto, e ndo parte a parte, sendo um ponto uma
estrutura mais facilmente definida que uma parte estrutural (BOOKSTEIN, 1991). As
coordenadas das configuragdes sobrepostas sdo transformadas em variaveis da
forma, denominadas deformagdes parciais (BOOKSTEIN, 1991; ROHLF, 1996).
Esses pontos de referéncia em estruturas homologas, sejam de duas ou trés
dimensoes, sao as variaveis que capturam as informagdes sobre a geometria das
estruturas estudadas. Segundo Fornel (2005), a vantagem da utilizacdo de
coordenadas esta na inclusao das informagdes acerca de suas posicoes relativas, o
que, apos a realizagcado das analises uni ou multivariadas, possibilita a reconstrugao
da forma.

Outro marcador morfolégico amplamente utilizado no género Drosophila é a
terminalia masculina. Em espécies de Drosophila, ela é formada por um conjunto de
apéndices diversos que podem servir como elementos de diferenciacao especifica.
O estudo comparativo desses elementos facilita ao sistemata o estabelecimento das
relacbes entre grupos de espécies (BREUER & PAVAN, 1954). A grande
diferenciacdo nos caracteres da genitalia masculina sofrida pelas moscas nem
sempre € acompanhada por igual diferenciagdo na morfologia do restante do corpo
(VILELA, 1983).

O edeago de insetos, que é o 6rgao copulador intromitente da genitalia
masculina (MAGGENTI et al.,, 2005), € uma das principais caracteristicas
diagnodsticas para a identificacdo de espécies de Drosophila, sendo que as fémeas
desse género muitas vezes sado indistinguiveis morfologicamente (VILELA, 1983).
Em abelhas, o edeago também é utilizado para a identificacao das abelhas machos,
sendo muito dificil diferenciar espécies sem extrair a genitalia (RICHARDS, 1968).
Durante séculos, caracteristicas morfolégicas externas, comportamentais e a
distribuicdo geografica dos espécimes eram os unicos dados disponiveis aos
taxonomistas, os quais descreviam e delimitavam as espécies de acordo com a
observacado destas caracteristicas. Atualmente, este ja ndo € mais o caso (HEY,
2001; COOK et al., 2010). No género Drosophila, bem como outros insetos, o



edeago € um o6rgdo importante para fins taxonémicos (SILVA & SENE, 1991;
KULLIKOQV et al., 2004; FRANCO et al., 2006).

O edeago apresenta evolugdo muito rapida e divergente quando comparada
com outras caracteristicas morfolégicas (EBERHARD, 1985; GARNIER et al. 2005,
SOTO et al.,, 2007). Essa evolugcdo rapida dos tragos genitais, particularmente
aqueles que sédo especificos do macho, faz com que este tipo de caracteristica seja
importante para a identificagdo de espécies em grupos de animais com fecundagao
interna (EBERHARD, 1993; ARNQVIST, 1997), tais como coleopteros (besouros e
carabideos), libélulas, aranhas, morcegos, lepidosaurias, entre outros. Essa
diferenciagdo da morfologia genital, além de estabelecer um carater diagndstico para
varias espécies, pode acabar gerando um isolamento reprodutivo entre populacdes
(PAULSON, 1974; SOTA & KUBOTA, 1998; NAGATA et al., 2007).

No entanto, os mecanismos e processos envolvidos na divergéncia da
genitalia do macho ndo sdo muito bem compreendidos, sendo uma questdo de
debate entre os bidlogos evolutivos (HOSKEN & STOCKLEY, 2004). Ha trés
hipéteses principais para explicar a rapida evolugao da morfologia genital: chave e
fechadura, pleiotropia e a hipbétese de sele¢ao sexual. A hipotese chave-fechadura
(DUFOUR, 1844) considera que a genitalia masculina evoluiu como uma
caracteristica especifica da espécie, a fim de encaixar corretamente no 6rgéo genital
feminino. Esta teoria prevé, tanto para a variagao fenotipica quanto para a variagéao
genotipica, baixos niveis de variacdo no desenvolvimento da genitalia masculina
(SHAPIRO & PORTER, 1989; ARNQVIST, 1997), uma vez que os tragos genitais
deverdo estar sob forte selecdo de estabilizacgdo (POMIANKOWSKI & MOLLER
1995; ARNQVIST, 1997).

A hipotese da variagao pleiotropica (MAYR, 1963) assume que caracteristicas
morfoldégicas genitais e n&o-genitais s&o geneticamente correlacionadas as
mudancas das frequéncias alélicas em locos pleiotropicos. Esses fatores que afetam
a morfologia geral e morfologia genital podem acarretar em uma evolugao rapida e
até mesmo eventual de tragos genitais (MAYR, 1963; EBERHARD, 1990, 1996).

A hipotese de selecao sexual (EBERHARD, 1993) prediz que ha uma
correlagao entre a variagdo morfologica e o sucesso reprodutivo, sendo que aqueles
individuos machos que apresentem um determinado tipo de morfologia terdo
vantagens reprodutivas durante a competicdo com outros machos. Segundo Fisher

(1930), as fémeas tendem a escolher machos com caracteristicas morfolégicas que



favorecem assim o sucesso na fertilizagdo (ARNQVIST, 1997).

N&o obstante a importancia da morfologia genital na taxonomia, estudos
abordando as causas e as consequéncias da variagdo morfoldgica intraespecifica
séo relativamente escassos (ARNQVIST, 1997; HOSKEN & STOCKLEY 2004). Além
disso, o estudo da evolugéo genital pode ser ainda mais complicado, ndo so por este
processo ser influenciado pela selecdo natural e sexual, mas também porque sua
expressao fenotipica pode ser influenciada por fatores ambientais (SOTO et al.,
2007, 2008b), como ocorre com outras caracteristicas morfolégicas (ANDRADE et
al., 2005). Portanto, os estudos que abordam a variagao intraespecifica, divergéncia
interespecifica e hibridizacdo podem proporcionar uma abordagem util para entender
as bases genéticas subjacentes e os processos evolutivos envolvidos na morfologia
genital (ARNQVIST, 1997; HOSKEN & STOCKLEY, 2004; SOTO, et al. 2007).

No caso do edeago, a determinagdo de um numero adequado de marcos
anatémicos homologos e que sejam confiaveis é impossibilitado pela sua estrutura
tridimensional. Contudo, pelo fato dele ser um 6rgao quitinoso e achatado, a sua
forma e tamanho pode ser efetivamente descrito em duas dimensdes quando
colocado sobre uma lamina e analisado por meio de Descritores Elipticos de Fourier
(KUHL & GIARDINA, 1982), resolvendo assim o problema de quantificacédo da forma
(LIU et al., 1996). Neste tipo de analise, as diferengas nas coordenadas x e y do
contorno do 6rgao estudado sao plotados separados como fungdes do comprimento
do arco por meio de uma analise de Fourier. Assim, o contorno pode ser decomposto
em uma soma enviesada de fungdes de seno e co-seno, designados de harménicas
(KUHL & GIARDINA, 1982; FERSON et al., 1985; ROHLF, 1990).

Segundo Galindo-Real e Camara (2005), as florestas pluviais do litoral, as
matas sulinas mistas com araucarias, as florestas estacionais deciduas e
semideciduas interioranas e o0s ecossistemas associados, incluindo manguezais,
restingas, campos de altitude, enclaves de campos e cerrados e as matas montanas
da regiao nordeste, conhecidos como brejos e chas, pertencem a Mata Atlantica.

A Floresta Ombrofila Mista contem os dois uUnicos géneros de coniferas
nativas do Brasil, Podocarpus e Araucaria, e diversos géneros de lauraceas e
representantes de outras familias. Se distribui-se quase que continuamente sobre o
Planalto Meridional, cobrindo o estado do Rio Grande do Sul e o interior de Santa
Catarina e Parana, com diversas interrupgcdes nas areas mais elevadas dos estados

de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. A menor altitude na qual cresce esta



em torno de 500m e apenas 2 a 4% da area original dessas florestas ainda estao
razoavelmente preservadas (Cémara, 1991). As florestas estacionais deciduas e
semideciduas sao compostas por arvores perenifélias e caducifélias e possuem
caracteristicas altamente variaveis. Estdo localizadas, a oeste das florestas
ombrofilas densas ou mistas, no interior. Originalmente, estendiam-se do Rio Grande
do Sul a Minas Gerais, com extensdes que alcangavam o interior da Bahia e do
Piaui. Seus solos eram extremamente férteis, como as “terras roxas” dos estados
sulinos. Essas florestas foram quase que completamente eliminadas, sendo muito
pouco estudadas antes de sua destruicdo em larga escala, sabendo muito pouco
sobre sua composi¢ao primitiva.

A familia Drosophilidae € um grupo importante de insetos que tem sido
estudado extensivamente por meio de analises morfométricas (BITNER-MATHE et
al., 1995; BITNER-MATHE & KLACZKO, 1999a,b; SISODIA & SINGH, 2001;
FANARA et al., 2004; MORAES et al., 2004; PRADO et al., 2004; FRANCO et al.,
2006; MORAES & SENE, 2007; DEBAT et al., 2008; FRANCO et al., 2008; DEBAT et
al., 2009; KLINGENBERG, 2009; SOTO et al.,, 2010; KOKUDAI et al., 2011;
RICHMOND et al., 2012; MATEUS et al., 2013; SOTO et al., 2013). Esta familia é
composta atualmente por cerca de 3800 espécies, distribuidas ao longo de mais de
60 géneros. Cerca da metade do numero total de espécies descritas pertencem ao
género Drosophila, que tem uma distribuicdo ampla e dispersa (WHEELER, 1982).
Algumas espécies sao endémicas de certas regides, enquanto outras sao
cosmopolitas, sendo que, muitas desta ultima categoria, dispersaram-se pelo mundo
devido a sua capacidade de associacdo ao homem (TIDON-SKLORZ & SENE,
1999).

No Brasil, os primeiros registros sobre a fauna drosofiliana foram realizados
por Duda 1925 (apud TIDON-SKLORZ & SENE, 1999). Apos 1940, muitos trabalhos
relacionados a fauna brasileira de Drosophila foram publicados (PAVAN & CUNHA,
1947; DOBZHANSKY & PAVAN, 1950; PAVAN, 1950, 1959), incluindo a primeira
“Relagdo de Espécies Brasileiras” (MOURAO et al., 1965). Posteriormente, outros
autores analisaram a fauna drosofiliana em dominios morfoclimaticos do Brasil,
visando compreender melhor a distribuicdo geografica das espécies mais comuns
(SENE et al., 1980; VAL et al.,, 1981; VILELA et al., 1983). O género Drosophila
contém 15 subgéneros (POWELL, 1997), entre eles podemos distinguir os
subgéneros Drosophila e Sophophora como os mais importantes, cuja sistematica



permanece controversa e incompleta. O maior grupo de Drosophilidae habitando a
regido Neotropical € o subgénero Drosophila, onde se inclui pelo menos 25 grupos
de espécies (VAL et al., 1981).

Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975) subdividiram o subgénero
Drosophila em dois clados principais, a seg¢ao radiacao virilis-repleta, contendo 15
grupos de espécies, e a segao quinaria-tripunctata (também conhecida como a
radiagdo immigrans-Hirtodrosophila). O clado immigrans-tripunctata, segundo dados
conjuntos de Remsen e O'Grady (2002), Periman e colaboradores (2003), Katoh e
colaboradores (2007) e Robe e colaboradores (2010a), engloba atualmente 308
espécies (BACHLI, 2013), divididas em 17 grupos: bizonata, calloptera, cardini,
funebris, guarani, guaramunu, guttifera, histrio, immigrans, macroptera, pallidipennis,
pinicola, quinaria, rubrifrons, sticta, testacea e tripunctata. Dentre estes 17 grupos,
nove sdo Neotropicais, incluindo os grupos guarani e guaramunu.

As espécies destes dois grupos, guarani e guaramunu, pertenciam a dois
subgrupos de mesmo nome dentro de um unico grupo, anteriormente denominado
de grupo guarani. Porém, recentemente estes subgrupos foram elevados a categoria
de grupos (ROBE et al., 2010b) uma vez que dados citogenéticos e moleculares
mostraram que espeécies do subgrupo guaramunu apresentam maior similaridade
com espécies do grupo fripunctata do que com espécies do subgrupo guarani
(KASTRITSIS, 1969; KASTRITSIS et al., 1970; YOTOKO et al., 2003; ROBE et al.,
2005; ROBE et al., 2010b).

Moscas do género Drosophila, em ambientes naturais, sdo insetos altamente
sensiveis a pequenas modificagdes do ambiente como temperatura e umidade, que
podem afetar parametros vitais, tais como viabilidade, fertilidade, tempo de
desenvolvimento e outros fatores que influenciam a taxa de aumento e
sobrevivéncia da populagdo (SENE et al., 1980; TIDON-SKLORZ & SENE,
1992; BALANYA et al, 2006; TORRES e MADI-RAVAZZI, 2006). Segundo
Dobzhansky e Pavan (1950), a maior parte do territorio brasileiro é de areas tropicais
que apresentam duas estacbes bem definidas, seca e umida. Isto reflete nas
mudancas no ambiente, no tamanho das populagdes naturais e também na
diversidade de espécies ocupando um determinado habitat. Estudos a respeito da
utilizagdo de drosofilideos como bioindicadores tém avangado no decorrer dos
ultimos anos, principalmente como indicadores da qualidade e diversidade do
ambiente (PARSONS, 1991; AVONDET et al, 2003; FERREIRA & TIDON, 2005;



TORRES & MADI-RAVAZZI, 2006, DA MATA et al, 2008; PENARIOL & MADI-
RAVAZZI, 2013). Este tipo de estudo s6 é possivel pois estes insetos possuem a
capacidade de refletir mudancas ecoldgicas devido ao fato de espécies distintas
apresentarem exigéncias diferentes em relagdo a qualidade do ambiente
(FERREIRA & TIDON, 2005; MATEUS et al., 2006).

A diminuigdo da diversidade biolégica é considerada um problema ecoldgico
atual devido a perda de cobertura vegetal natural por campos de pastagem,
instalagdes urbanas e outros fatores antrépicos, resultando em pequenos
fragmentos florestais isolados uns dos outros (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).
Além da perda da biodiversidade, a limitagdo do fluxo génico e a diminui¢do do
tamanho populacional sao resultados do processo de fragmentacédo de habitats, que
podem levar a endogamia e a perda de variabilidade genética, restringindo a
capacidade da populacédo de responder a novas condi¢des ambientais (CASWELL,
2001). A alta sensibilidade de Drosophila em relagdao as variaveis bidticas e
abidticas, fatores este que interferem na dindmica populacional desses organismos,
faz com que este género se torne um excelente modelo para estudos ambientais,
pois possuem uma grande diversidade na maior parte do ecossistema e existe a
facilidade de coleta desses individuos no ambiente natural (PARSONS, 1991;
FOOTE & CARSON, 2004).

Alguns trabalhos referentes a composi¢cdo da assembleia de Drosophila tem
relatado a ocorréncia de algumas espécies dos grupos guarani e guaramunu em
diversos dominios morfoclimaticos brasileiros, remanescentes de areas naturais com
indicativos de baixa agédo antrépica (MEDEIROS & KLACZKO, 2004; TIDON, 2006;
GOTTSCHALK et al., 2007; DOGE et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2010;
HOCHMULLER et al., 2010; CAVASINI et al., in press). Uma delas, Drosophila
maculifrons, pertence ao grupo guaramunu (ROBE et al., 2010b) e habita areas de
matas do Brasil, ocorrendo principalmente nos dominios da Mata Atlantica das
regides sul, sudeste e centro-oeste (GOTTSCHALK et al., 2008). Ja D. ornatifrons,
pertence ao grupo guarani (ROBE et al., 2010b) e tem sido encontrada em todo o
Brasil (GOTTSCHALK et al., 2008). Apesar da grande quantidade de dados
citogenéticos e moleculares para estas espécies (principalmente relacionados a
andlises filogenéticas), nao existe nenhum estudo comparativo entre caracteristicas
morfoldgicas utilizando suas populagbes naturais. Pelo fato de suas recentes

alteragdes taxonOmicas e por elas ocorrerem em areas de remanescentes florestais,



elas se tornam objetos relevantes para estudos populacionais, ecolégicos e
evolutivos, podendo ser importantes fontes de informacdo sobre o estado de
conservagao da fitofisionomia a que estdo associadas.

Assim, a variacdo morfologica das asas e edeagos das populagdes de D.
maculifrons e D. ornatifrons de diferentes dominios fitofisiondmicos foram analisadas
com o intuito de quantificar a diferenciacado e identificar os padrbes de variagcéo

populacional e obter resultados sobre a histdria evolutiva destas espécies.
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2. Objetivos

2.1 Geral:

Analisar a variagcdo morfométrica da asa e do edeago de populag¢des naturais
das espécies Drosophila maculifrons e D. ornatifrons, com o intuito de avaliar a
variacao morfologica e tentar determinar padrdes que podem estar relacionados com
aspectos populacionais, ecoldgicos e evolutivos destas espécies por meio destes

marcadores morfoldgicos.

2.2 Objetivo Especifico:

- Caracterizar as populagcdes naturais de Drosophila maculifrons coletada nas
regides sul e sudeste do Brasil e as populagdes naturais de D. ornatifrons coletadas
na regiao sul do Brasil, por meio da variagdo morfolégica da asa e do edeago, com o
intuito de determinar padrbes determinantes correlacionados com a variagao

genética e com a variagdo ambiental.
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3. Material e Métodos

Os materiais e métodos especificos utilizados neste trabalho estdo descritos

a seqguir nos capitulos correspondentes a cada artigo cientifico.
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4. Resultados

Os resultados obtidos neste trabalhos estdo descritos a seguir em dois
capitulos correspondentes a artigos cientificos a serem publicados em revistas com

Quialis igual ou superior a B1 na area de Biodiversidade da CAPES.
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4.1. Capitulo |

Variagao morfolégica em caracteres sistematico-taxonémicos de populagoes

naturais de Drosophila maculifrons (Diptera: Drosophilidae)

Trava, B.M.; Santos, K.; Machado, L.P.B. e Mateus, R.P.

4.1.1. Introducao

A biologia evolutiva tem como um dos objetivos entender os mecanismos
relacionados com a evolugdo da morfologia, e as relagbes deste carater com o
ambiente. Diversos trabalhos tem abordado como a variagdo genética e/ou
ambiental tem influéncia sobre caracteristicas morfolégicas (CARROLL, 2000;
IMASHEVA et al., 1995; GILCHRIST et al., 2000; CARROLL, 2008; HOFFMANN &
SHIRRIFFS 2002; CARREIRA et al. 2006; SOTO et al. 2007, 2010; SOTO, 2012;
como exemplos). Estudos de diferenciagao populacional sdo geralmente baseados
em marcadores moleculares, através de estatisticas derivadas da genética de
populacdes e filogeografia (AVISE, 2000). No entanto, os marcadores morfologicos
podem ser uteis fornecendo ideias alternativas em estudos populacionais, provendo
uma boa avaliagdo de como a variagdo genética esta distribuida entre as diferentes
entidades, devido as caracteristicas morfolégicas estarem geralmente sob controle
poligénico (FALCONER, 1989; GARNIER et al., 2005). Em um contexto moderno, os
estudos da variagdo morfolégica devem envolver a analise simultanea de fatores
genéticos e de fatores ambientais que causam variagéo intraespecifica e divergéncia
interespecifica (MACKAY, 2004).

Dois marcadores morfologicos tem se mostrado muito importantes em
estudos de variagao intra e interespecifica em insetos. Um deles é a asa, e segundo
Kunkel (2004), Comstock (1893) foi o primeiro a difundir o uso da venacdo em asa
para estudos de classificagao tradicional de insetos. A partir da década de 1970, as
asas de insetos comecgaram a ser utilizadas por diversos autores para estudos
morfométricos em sistematica e filogenia (PLOWRIGHT & STEPHEN, 1973; ROHLF,
1993; GUMIEL et al., 2003; KLINGENBERG, 2003). A asa da Drosophila € um 6rgao

que possui muitos pontos de referéncia homélogos entre espécies (DEBAT et al.,
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2003) e seu desenvolvimento é muito estudado e bem compreendido (DE CELIS,
2003). Sabe-se que possui altos niveis de plasticidade fenotipica em relagdo as
diferentes fontes de variagdo ambiental (WEBER, 1990; DAVID et al., 1994; MORIN
et al., 1999; CARREIRA et al., 2006; SOTO et al., 2008a), e ha evidencias de que a
variagdo no tamanho e na forma da asa sdo alvos da selegdo natural (POWELL,
1997; GILCHRIST et al., 2000, 2004; HUEY et al., 2000).

O outro marcador morfolégico que tem se mostrado importante € a terminalia
masculina. Em Drosophila ela € formada por um conjunto de apéndices com
diversas estruturas que podem servir como elementos de diferenciagcéo
interespecifica. O estudo comparativo desses elementos tem facilitado ao sistemata
o estabelecimento de relagdes entre grupos de espécies (BREUER & PAVAN, 1950,
1954). O edeago de insetos, que é o 6Orgao genital intromitente masculino
(MAGGENTI et al.,, 2005), tem apresentado evolugdo muito rapida e divergente
quando comparada com outras caracteristicas morfologicas, sendo considerado um
dos padrées mais difundidos de evolugao animal (EBERHARD, 1985; GARNIER et
al., 2005; SOTO et al., 2007, 2008b).

Segundo Bachli (2013), cerca de 3800 espécies pertencem a familia
Drosophilidae (Diptera), distribuidas ao longo de mais de 60 géneros, com cerca de
metade do numero total de espécies pertencendo ao género Drosophila. Este género
contém 15 subgéneros (POWELL, 1997) e tem uma distribuicdo ampla e dispersa
(WHEELER, 1982). O maior grupo, desta familia, que habita a regido Neotropical é o
subgénero Drosophila, onde se inclui pelo menos 25 grupos de espécies (VAL et al.,
1981). Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975) subdividiram o subgénero
Drosophila em dois clados principais, a se¢ao radiacao virilis-repleta, contendo 15
grupos de espécies, e a segado quinaria-tripunctata (também conhecida como a
radiacdo immigrans-Hirtodrosophila). O clado immigrans-tripunctata, segundo dados
conjuntos de Remsen e O'Grady (2002), Periman e colaboradores (2003), Katoh e
colaboradores (2007) e Robe e colaboradores (2010a), engloba atualmente 308
espécies (BACHLI, 2013), divididas em 17 grupos: bizonata, calloptera, cardini,
funebris, guarani, guaramunu, guttifera, histrio, immigrans, macroptera, pallidipennis,
pinicola, quinaria, rubrifrons, sticta, testacea e tripunctata. Dentre estes 17 grupos,
nove sdo Neotropicais. O conhecimento da riqueza da familia Drosophilidae ainda é
incompleto, especialmente na regido Neotropical. Segundo Medeiros e Klaczko

(2004) e Doge e colaboradores (2008), cerca de 40% das espécies brasileiras de
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Drosophila ainda nao foram descritas, e até mesmo a distribuicdo geografica de
diversas espécies também ainda nao foi determinada (DOGE et al, 2006, 2008; DA
MATA et al., 2008).

Estudos de populagbes sédo importantes por possibilitar inferéncias sobre a
distdncia genética, a diversidade genética, o fluxo génico, além de permitir a
avaliagao dos niveis de endogamia. Fatores que tém sido relacionados a extingdo de
espécies e tem maior importancia em populagdes pequenas e isoladas, nas quais os
efeitos da deriva genética, da endogamia e do fluxo génico restrito sao
pronunciados. O processo de perda de habitat implica, quase invariavelmente, na
diminuicdo do tamanho populacional das espécies. As populagdes menores sao
afetadas diferenciadamente por processos ligados as aleatoriedades ambientais,
demografica e genética além da perda de flexibilidade adaptativa (BRITO &
FERNANDEZ, 2000).

A enorme biodiversidade da Mata Atlantica foi influenciada em grande parte
devido a grande variacao latitudinal, as diferencas de altitude e seus diversos
regimes climaticos. Os climas, atualmente, variam de regimes sub-Umidos com
estacdes secas, no Nordeste, até ambientes de pluviosidade extrema, em alguns
locais da serra do Mar. Outro fator foi a histéria geoldgica e climatica da regido como
um todo. Na era Cenozodica, falhas de grande profundidade criaram diferengas no
relevo, influenciando diretamente os biomas. Além disso, no Pleistoceno, houve
periodos de clima frio e seco alternados com periodos interglaciais quentes e
umidos. Nos periodos mais frios e secos, e também mais longos, a floresta
fragmentou-se em manchas separadas por areas de cerrado ou caatinga. Quando
alteragdes na temperatura e na umidade permitiam, as florestas expandiam-se
novamente. Nos periodos frios, as florestas de araucaria podem ter coberto grandes
areas, como evidenciam pequenas partes isoladas desse tipo de floresta que ainda
restam. Nas situagbes climaticas mais favoraveis, as florestas pluviais
provavelmente ocuparam areas maiores e chegaram a conectar-se com a Floresta
Amazbnica. Com isso, grande diversidade de condigcbes ecologicas, associada as
sucessivas retracdes e expansdes das diferentes formacdes florestais, contribuiu
para a enorme diversidade biolégica e para o grande numero de espécies
endémicas que persiste, apesar do desmatamento extremo.

Dentro deste contexto, um trabalho de levantamento da ocorréncia das

espécies Drosophila ornatifrons, grupo guarani, e D. maculifrons, grupo guaramunu,
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foi iniciado recentemente, objetivando a sua posterior utilizagdo em estudos de
variagao intraespecifica, tanto morfolégica quanto molecular, e também como fontes
de informacao sobre o estado de conservagao do bioma Mata Atlantica a que elas
estdo associadas. Drosophila maculifrons pertence ao grupo guaramunu e é
endémica da América do Sul, habitando remanescentes de Mata Atlantica do sul,
sudeste e centro-oeste do Brasil (GOTTSCHALK et al.,, 2008). Ela foi estudada
quanto a variagao citogenética (SALZANO, 1955; KASTRITSIS, 1969; KASTRITSIS
et al., 1970) e alguns trabalhos tem focado em analises filogenéticas moleculares
(YOTOKO et al., 2003; ROBE et al., 2005; HATADANI et al., 2009; ROBE et al.,
2010a, 2010b), porém nao existe nenhum estudo comparativo utilizando
caracteristicas morfologicas em suas populagdes naturais. Assim, este trabalho é o
pioneiro neste sentido e quantificou a diferenciagcdo morfolégica e identificou alguns
padrées populacionais para estas variagdes nesta espécie. Para tanto, foram
realizadas coletas em populagdes naturais das regides sul e sudeste do Brasil, em
areas de Mata Atlantica de Interior, incluindo as fitofisionomias Floresta Ombrdfila
Mista (FOM) e Floresta Estacional Decidual e Semidecidual (FES). Foram realizadas
analises comparativas da morfologia das asas e do edeago por meio da morfometria
geométrica. Assim, obtivemos informagbes que podem contribuir para o
entendimento de aspectos ecoldgicos e da historia evolutiva desta espécie, e

também sobre o estado de conservagao do bioma Mata Atlantica.

4.1.2. Material e Métodos

Neste trabalho foram realizadas coletas de amostras de D. maculifrons de
sete populag¢des naturais localizadas no sul e sudeste do Brasil (Figura 1). Individuos
de cada populagao foram coletados a partir de armadilhas abertas, contendo isca de
banana, laranja e fermento bioldgico, distribuidas no chdo dentro da mata, e
utilizando rede entomolégica para captura, de acordo com o método descrito por
Dos Santos et al. (2010). As moscas capturadas foram transferidas para tubos
contendo meio de cultura e transportadas para o laboratorio. As moscas foram
triadas e identificadas por meio de chave de identificagdo e analise da genitalia do
macho (FREIRE-MAIA & PAVAN, 1949; VILELA & BACHLI, 1990). Apos a

identificacéo das espécies pela forma do edeago, foram montadas 400 Iaminas das
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asas direita e 408 laminas de edeago dos machos adultos de Drosophila maculifrons

de todas as populagdes amostradas, conforme descrito na Tabela 1.

Preparacido das laminas

- Asas

A asa direita de cada individuo foi removida e montada em laminas. As
imagens das asas foram capturadas usando um microscopio estereoscopico (Stemi
2000 C, Zeiss) com aumento de 2,5X com camera 5 MP acoplada. Foram obtidos
nove marcos anatémicos do tipo | e um do tipo Il utilizando o programa tpsDig 2
(ROHLF, 2005). Segundo Bookstein (1991), a utilizagdo do marco Tipo | tem sentido
mais desenvolvimentista e evolutivo, mas geralmente marcos de referéncia de Tipo |l
também podem ser utilizados pois sdo funcionalmente equivalentes (O'HIGGINS,
2000). Os dez marcos anatdomicos estdo localizados nas intersecc¢des de veias ou
onde a veia encontra as margens da asa (Figura 2). Todas as marcag¢des foram
realizadas duas vezes para reduzir o erro de medicdo (ARNQVIST &
MARTENSSON, 1998).

- Edeago

A preparagcdao dos edeagos para as analises foi realizada a partir de
modificagdes da técnica descrita por Kaneshiro (1969). Os dois ultimos tergitos do
abdémen de cada macho foram extraidos com uma microagulha e transferidos a um
microtubo com Hidroxido de Potassio (KOH) a 10% e deixado em repouso por 12
horas. Apds esse periodo a pecga foi lavada em agua destilada e colocada em outro
microtubo contendo o corante diluido de Gage (quatro partes de fucsina acida para
uma parte de acido acético glacial), também repousando por aproximadamente 12
horas. A pecga foi lavada novamente em agua e colocada em uma Iamina escavada
contendo glicerina para a separagdo dos demais apéndices (hipandrium e
epandrium), deixando somente o edeago. Em seguida, o edeago foi colocado no
centro de uma lamina e sobre ele foi adicionada uma gota de balsamo do Canada.
Esta lamina continha duas laminulas fixadas nas suas extremidades, formando uma
base de apoio para a movimentacdo do edeago na lamina durante captura de
imagem. Sobre o0 edeago e o balsamo foi colocada uma laminula maior. O edeago é

uma estrutura tridimensional, complexa e muito pequena. Devido a sua morfologia
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rigida foi possivel, mediante toques suaves na laminula, posiciona-lo em vista lateral
ou frontal. Assim, corregcbes da posicao foram realizadas cuidadosamente com o
objetivo de posicionar o edeago na lamina em vista lateral, o edeago foi entédo
fotografado num aumento de 400x utilizando um microscépio (Primo Star, Zeiss) com
camera 5 MP acoplada. Apds a captura, as imagens foram editadas no programa
Adobe Photoshop CS6 para criacdo de arquivos de contorno em preto e branco
(Figura 3) para analise no pacote de programas SHAPE v1.3 (IWATA & UKAI, 2002).

Analises morfométricas

- Asa

As analises morfométricas das asas foram realizadas utilizando o programa
MorphoJ (KLINGENBERG, 2011). O tamanho da asa foi estimado pelo tamanho do
centréide, que é calculado a partir do centro de gravidade de cada asa por meio da
raiz quadrada da soma dos quadrados das distancias de cada um dos marcos
anatoémicos (DRYDEN & MARDIA, 1998). Diferencas de tamanho e forma da asa
foram testadas por Analise de Variancia Univariada (ANOVA) de forma populacional
(utilizando as amostras das sete populagdes individualizadas) e também apds a
separagao das amostras populacionais em dois grupos, FOM (Sul) e FES (Sudeste),
com base na latitude e no tipo de vegetagcao onde as populagdes estao inseridas.

Para a obtengcdo da variacdao na forma, os dez marcos anatdbmicos foram
superpostos segundo o método de quadrados minimos (BOOKSTEIN, 1996;
DRYDEN & MARDIA, 1998), onde as coordenadas x e y foram transladas,
proporcionalizadas e rotacionadas, a fim de retirar o efeito de posi¢céo, tamanho e
sentido (MONTEIRO & REIS, 1999). Sem esses trés efeitos as diferengas
observadas sdo referentes somente a variagcdo da forma das estruturas. Apds, foram
obtidas as distancias de Procrustes entre as populagdes e foi realizada a analise das
variaveis candnicas (CVA). Esta ultima fornece uma descrigdo das diferengas entre
grupos especificos na diferenciacdo da forma mesmo quando é utilizada em analises
discriminantes realizadas a partir de amostras com observagcdes repetidas, e com
base em um grande numero de caracteristicas originais correlacionadas
(KHATTREE & NAIK, 2000). Os resultados foram apresentados como distancias de
Procrustes e os seus respectivos graus de significancia (P < 0,05). Foi realizada

ANOVA de Procrustes, resultando em valores de soma de quadrados (SS) e
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quadrados meédios (MS) (KLINGENBERG & MCINTYRE, 1998). Todas estas
analises foram realizadas no programa MorphoJ (KLINGENBERG, 2011). Além
disso, a correlagao entre a distancia de procruste e a distdncia geografica linear foi
calculado pelo teste de Mantel (1967), através do programa TFPGA verséo 1.3
(Miller, 1997). A significancia da correlacdo entre as duas matrizes foi testada
utilizando 999 permutacdes aleatorias da matriz de similaridade, gerando uma
distribuicao nula de coeficientes de correlagado, sendo considerado significativo se o

resultado for igual ou superior a 95%.

- Edeago

Para analise morfométrica do edeago foi utilizado o programa SHAPE v1.3.
Com este pacote de programas é possivel avaliar o contorno de formas baseadas
em Descritores Elipticos de Fourier (DEFs), originalmente propostos por Kuhl e
Giardina (1982), que delineia qualquer tipo de forma com um contorno bidimensional
fechado. As imagens bidimensionais foram utilizadas para obter os Componentes
Principais (PC), e contagens com base numa matriz de varidncia-covariancia criada
a partir dos coeficientes dos DEFs, utilizando 25 harmoénicas. Estes PCs sao
considerados comparaveis as medigdes continuas de caracteristicas morfologicas e
foram usados como tal em analises estatisticas subsequentes. Como os coeficientes
de Fourier sdo normalizados com base na primeira elipse harménica, o tamanho é
desconsiderado na analise estatistica.

Apos a determinacdo dos PCs, estes foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (W). Os PCs que apresentaram distribuicdo normal
foram analisados por meio de Analise de Variancia (ANOVA), e aqueles que nao
apresentaram tal distribuicdo foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Estes testes foram aplicados para verificacdo da existéncia ou nao
de diferenciagcdo morfologica entre as populagbes analisadas. Quando diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas na ANOVA, o teste Post Hoc de
Tukey foi realizado, determinando entre quais pares de populagdes ocorreu tal
diferenciagdo. Estas andlises foram realizadas no programa Statistica 7.0
(STATSOFT, 2004).

A anadlise de agrupamento CLUSTER foi realizada pelo programa PAST 3.01
(KHATTREE & NAIK, 2000) para verificar a existéncia de estruturagdo morfoldgica,

utilizando as populagbes como agrupamentos, o que resulta num dendograma.
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A existéncia de estruturagdo morfologica, sem a existéncia de qualquer tipo
de agrupamento a priori, foi determinada por meio da andlise de agrupamento no
programa MCLUST verséo 4.2, utilizando os valores de PC. Este programa € um
pacote do programa R (FRALEY & RAFTERY, 2006) que possui um algoritmo de
classificagdo que combina uma classificagado hierarquica aglomerativa, baseada em
modelos de classificacdo, com base na probabilidade de classificagdo, com
algoritmos de Expectativa-Maximizagcao (EM) por Maxima Verossimilhangca de
modelos de mistura multivariada Gaussiana. Este algoritmo testa dez modelos que
diferem em hipoteses sobre a forma e volume, baseado no Critério de Informagéo
Bayesiana (BIC), resultando em um grafico que demonstra o numero de
agrupamentos existentes. Os modelos testados foram: "ElI": distribuicdo esférica,
volume igual; "VII": distribuicdo esférica, volume desigual; "EEI": distribuicdo
diagonal; volume e forma iguais; "VEI": distribuicdo diagonal; volume variavel e
forma igual; "EVI": distribuicdo diagonal; volume igual e forma variavel, "VVI"
distribuicdo diagonal; volume e forma variaveis; "EEE": distribuicdo elipsoidal;
volume, forma e orientagao iguais; "EEV": distribuicdo elipsoidal; volume e forma
iguais; "VEV": distribuicdo elipsoidal; forma igual; "VVV": distribuicdo elipsoidal;
volume, forma e orientagdo variaveis. Além disso, ele também permite reclassificar
os individuos dentro dos agrupamentos detectados sem a classificacdo a priori.

Cada individuo € atribuido a um grupo com uma probabilidade de incerteza.

4.1.3. Resultados

4.1.3.1. Analise das Asas

Variacdo no Tamanho e na Forma

Para analise da variagdao no tamanho das asas foi utilizado o centroide, que é
a variavel de tamanho que nao se correlaciona com a forma e nao apresenta
dependéncia alométrica. Houve diferenca significativa no tamanho das asas entre as
sete populagdes de D. maculifrons (F=84,48; p<0,0001) (Tabela 2). Quando as
amostras foram analisadas separando as de Floresta Ombrofila Mista, daquelas da
Floresta Estacional Semidecidual (D. maculifrons FOMXFES), também houve

diferenca significativa para o tamanho (F=228,86; p<0,0001 - Tabela 2).
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Na analise da forma das asas, também foi observada diferenca significativa
entre todas as populagdes (F=4,64; p<0,0001 — Tabela 2). Quando as populagdes D.
maculifrons foram analisadas separadas por diferentes fitofisionomias (D.
maculifrons SxSE) também foram encontradas diferencas significativas (F=8,47;
p<0,0001 - Tabela 2).

Distancias de Procrustes

O maior valor de distancia de Procrustes observado entre as populagdes de
D. maculifrons (Tabela 3) foi entre as populagdes do Parque Municipal das
Araucarias/PR e Matado/SP (0,0150) e a menor foi entre Cajuru/SP e Chapeco/SC
(0,0034), ambas significativas (p < 0,001 e p = 0,0120, respectivamente). As uUnicas
distancias que nao foram significativas foram entre Matao/SP e Sertdozinho/SP
(0,0075; p=0,18) e entre Matdo/SP e Cangugu/RS (0,0096; p=0,3240). De uma
maneira geral, os valores de distancia de Procrustes entre as populagdes de D.
maculifrons foram menores que os obtidos para D. ornatifrons (ver Capitulo 2 a

seqguir).

Analise das Variaveis Canbnicas

A andlise das variaveis canbnicas para as populagdes de D. maculifrons, as
populagdes estdo se divergindo de acordo com distribuicdo geografica (Figura 4),
mostrou que aquelas localizadas na Floresta Ombrofila Mista e as da Floresta
Estacional Semidecidual foram separadas de forma distinta de acordo com os
valores da CV1. Quando avaliadas as popula¢des individualmente, os valores
médios de CV1 e CV2 representaram 72,6% da variancia total da forma entre as
populagdes, onde CV1 representou 56,3% da variancia e CV2 representou 16,2% da
variancia (Figura 5 - A). A Regiao Intervenal D (IVRD) é a por¢ao da asa que
demostrou maior diferenciacéo entre os individuos de D. maculifrons coletados na
regido de Floresta Estacional Semidecidual - FES e as coletadas em Floresta
Ombrdfila Mista, a distribuicdo de cada populacdo no espaco das Variaveis
Candnicas mostrou que, para CV1, Cajuru/SP, Sertadozinho/SP e Matao/SP (FES)
apresentaram IVRD maior (pelo deslocamento do posicionamento dos marcos 4, 5, 6
e 7) e regiao proximal mais ampla (mudanga do marcos 1, 8, 9 e 10) quando
comparadas com Parque das Araucarias/PR (FOM) (Figuras 5 — D e E). Para CV2,
Sertaozinho/SP, Matao/SP e Cangucu/RS apresentaram os marcos 3, 4, 9 e 10
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numa posi¢cao mais distal, e os marcos 1, 5, 6 e 7 em posi¢ao mais proximal do que

as demais populagdes.

Teste de Mantel

O teste de Mantel n&o foi significativo (r=0.3328; p=0,9240) entre as matrizes

de distancias de procrustes e geograficas.

4.1.3.2. Analise dos Edeagos

Variacdo da forma do edeago de Drosophila maculifrons

Na analise da forma, incluindo as sete populagcbes de D. maculifrons, onze
PCs foram eficazes e descreveram 92,14% da variagao total (Figura 6), sendo que
os quatro primeiros descreveram mais de 70% da variagdao. Grande parte da
variacdo da forma descrita pelo PC1 ocorreu na regido do nariz e da cabecga. Para
PC2, a variagcao esta associada a largura do tronco e a posigao relativa do nariz com
o tronco. Para PC3, a variagdo ocorreu principalmente na base do tronco e na
posi¢cao do nariz. E para PC4, a maior parte da variacdo ocorreu na cabeca.

A analise da normalidade dos dados mostrou que os PC1 a PC6, e os PC8 e
PC9 apresentaram valores seguindo a distribuicdo normal, portanto foram
analisados por meio da ANOVA. Ja os PC7, PC10 e PC11 nao apresentaram
distribuicdo normal e foram, portanto, analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis. A ANOVA revelou que existe diferenga significativa para a maioria dos PCs,
com excegado do PC8 (Tabela 4). O teste de Kruskal-Wallis resultou em diferengas
significativas para PC7 (H=19,57086; p=0,0033), mas nao para PC10 (H=6,079433;
p=0,4144) e PC11 (H=5,270583; p=0,5096).

Analises pareadas a posteriori (teste Post Hoc de Tukey), avaliando
principalmente as diferengas significativas para os PCs que representaram a maior
parte da variagdo encontrada para a forma do edeago na ANOVA (PC1 a PC4),
mostraram que a populacdo do Parque Municipal das Araucarias-PR foi a que
apresentou a maior diferenciacédo com relagdo as demais, seguida das populag¢des
de Cajuru-SP, Sertdozinho-SP e Salto Sao Francisco-PR (Tabela 5). Ja para o teste
de Kruskal-Wallis, a analise pareada evidenciou que a diferenga encontrada foi
devido a diferenca significativa entre as populagbes do Parque Municipal das
Araucarias-PR e as de Salto Sdo Francisco-PR (p=0,004961).
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Analise de agrupamento CLUSTER

Analise de agrupamento CLUSTER, realizada utilizando todos os individuos

de D. maculifrons amostrados, resultou no dendograma da Figura 7. Porém, a
reclassificacdo das amostras nao mostrou um padrdo consistente com a
reclassificacdo dentro das populagbes amostradas, havendo no geral um
espalhamento das amostras dentro dos sete agrupamentos. Isto demonstra que nao
ha um padrao morfolégico de estruturacdo das amostras por meio da analise de
CLUSTER.

Analise de agrupamento MCLUST

A analise de agrupamento MCLUST, realizada para verificar a existéncia de
estruturacdo morfolégica nos edeagos de D. maculifrons sem uma suposicao a priori
da existéncia de qualquer agrupamento, resultou em trés modelos que melhor
explicaram a dispersdo dos dados para a forma. Este modelos foram: "EEI" —
distribuicdo diagonal, volume e forma iguais; "EVI" — distribui¢do diagonal, volume
igual e forma variavel, e; "VEI" — distribuigcdo diagonal, volume variavel e forma igual.
De acordo com esses modelos, apenas um agrupamento foi reconhecido a partir da
variabilidade morfologica total dos edeagos analisados (Figura 8). Desta forma,
nenhum individuo foi alocado com classificagao incerta dentro do Uunico agrupamento

gerado.

4.1.4. Discussao

As populagbes de Drosophila maculifrons apresentram diferencas
significativas para o tamanho e para a forma de suas asas e para a forma de seus
edeagos. Este resultado corrobora o poder taxondmico destes caracteres
morfolégicos, o que ja havia sido demostrado para outras espécies de Drosophila
(SHORROCKS, 1972), inclusive para espécies cripticas. Neste ultimo caso é
esperado encontrar uma alta semelhanga morfolégica, porém, quando sao utilizados
métodos morfométricos algumas diferengas morfoldgicas podem ser detectadas e
podem permitir a discriminacdo entre elas (MORAES et al.,, 2004a, 2004b).

Variagbes no tamanho e na forma da asa estdo associadas com o modo de
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exploracdo do ambiente (FITZPATRICK, 1985).

A analise intraespecifica da asa demostrou que ha diferencas significativas
para a heterogeneidade da forma e tamanho entre as populagbes desta espécie,
permitindo inclusive reconhecer diferentes formas da asa em compartimentos
distintos. A Regido Intervenal D (IVRD) é a porgdo da asa que demostrou maior
diferenciacao entre os individuos de D. maculifrons coletados na regido de Floresta
Estacional Semidecidual - FES e as coletadas em Floresta Ombréfila Mista. Estes
resultados também foram obtidos por Cavicchi e colaboradores (1985) para D.
melanogaster, uma espécie cosmopolita e encontrada geralmente associada a
atividades humanas, o qual demonstrou que a parte posterior da asa exibe resposta
plastica para a variagao na temperatura do ambiente. Porém no teste de Mantel nao
houve relacao estatisticamente significativa em relagcéo a distancia geogréafica.

Ainda dentro das analises das asas, as populagdes de D. maculifrons
apresentaram menor distancia de Procrustes entre si do que as de D. ornatifrons
(Capitulo 2 a seguir). Analises filogeograficas para estas duas espécies mostraram
uma baixa variabilidade molecular para genes do DNA mitocondrial analisados, com
evidéncias de expans&o populacional do sul para o sudeste do Brasil (CENZI-DE-RE
et al., in press; GUSTANI, 2013). Assim, a variagao morfolégica encontrada para as
duas espécies, e mais acentuada para D. ornatifrons, pode ter mais relagdo com
aspectos ecologicos do que com questdes historicas.

Com relagcdo a forma do edeago, a analise de agrupamento sem uma
suposicao de ocorréncia de agrupamento a priori, realizada pelo CLUSTER mostrou
que ndo ha um padrédo na distribuicdo do agrupamento e o MCLUST, resultou no
agrupamento de todos os edeagos das populagdes amostradas em um unico grupo.
Portanto, estas analises mostraram que nao ha diferenciagao na forma dos edeagos
de todas as populagdes de D. maculifrons amostradas. Porém, as ANOVA e o teste
Post Hoc de Tukey mostraram que ha diferengas significativas para a forma entre as
populagdes amostradas, principalmente entre as localizadas em FOM, e as
encontradas em FES, fato também observado para os resultados da asa descritos
acima. A diferencga entre os resultados do CLUSTER e o MCLUST e a ANOVA pode
ser devido a sensibilidade diferencial intrinseca de cada teste, mostrando que ha
uma diferenga significativa populacional, mas trata-se da mesma espécie com
morfologia do edeago bem conservativa. Estudos tem demonstrado que ha variagao
no tamanho e na forma do edeago de diversas espécies de Drosophila devido a
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influéncia da temperatura e do tipo de substrato larval (ANDRADE, et al., 2005;
SOTO, et al.,, 2007, 2008b), como também mudang¢a no tamanho da asa em D.
melanogaster devido as mudangas sazonais, mostrando uma relagdo entre
caracteristicas morfologicas e variaveis ambientais (SEVENSTER & VAN ALPHEN,
1993).

A genitdlia masculina apresenta uma evolugdo rapida e divergente, sendo
considerado um dos padrbes mais difundidos de evolugdo animal (EBERHARD,
1985). Segundo Arnqvist (1997), ha trés hipoteses principais para explicar a
evolugédo deste orgao: a hipétese chave e fechadura (DUFOUR, 1844), a hipotese
de pleiotropia (MAYR, 1963) e a hipdétese de selecao sexual (FISHER, 1930). Além
dessas hipoteses, o estudo da evolugado genital pode ser ainda mais complicado,
nao so6 por ser influenciada pela selegao natural e sexual, mas também porque sua
expressao fenotipica pode ser influenciada por fatores ambientais como ocorrem
com outras caracteristicas morfolégicas (ANDRADE et al., 2005). As variagdes
morfométricas, entre e dentro dos grupos de organismos, também tem a formagao
de sua estrutura afetada devido a fatores epigenéticos e ambientais (ATCHLEY et
al., 1992), sua expressao fenotipica também pode ser resultante de um controle
poligénico integrado, que é alterado durante a cladogénese e a evolugédo dos grupos
(FALCONER, 1989).

O clima da regiao do PMA, segundo a classificacao de Képpen, é do tipo Cfb,
sem estagao seca definida. A temperatura média do ar do més mais quente é
proxima a 20,9 °C e a média do més mais frio 8,4 °C. Os indices de precipitacao
médios apontam 93,9 mm para o0 més mais seco e 202,6 mm para o0 mais chuvoso,
com um minimo de oito e maximo de 16 dias por més de chuva (Cordeiro &
Rodrigues 2007). A precipitacdo média esta entre os 1300 e 1400 mm/ano
(GOLFARI, 1971). Ja, segundo Concei¢do e colaboradores (2009), as areas
coletadas no sudeste apresentam um clima tropical umido, caracterizado pelo verao
chuvoso e pelo inverno seco. No verao a temperatura média € aproximadamente
25°C e no inverno é de aproximadamente 19°C. E a precipitacdo média esta em
torno de 1300 mm/ano.

Grande parte da divergéncia entre populagbes de D. maculifrons foi entre
aquelas localizadas em regido de FES e a populagdao do Parque das Araucarias,
localizada em FOM. Este resultado, além dos fatores temperatura e umidade, pode

ser devido ao fato de a FES ser um dos mais ameacados ecossistemas florestais



26

brasileiros, pois foi o tipo florestal com uma rapida e extensa area degradada do
estado de S&o Paulo (RIBEIRO et al. 2009). Esta devastagao ocorreu principalmente
devido a expansao das fronteiras agricolas no inicio do século XX, por possuir solos
de maior fertilidade em regiées que favoreciam a agricultura (DURIGAN et al. 2000).

O conhecimento de que 0 acesso a hovos recursos ecologicos pode promover
a diversificacdo tem sido importante para o pensamento evolutivo (SCHLUTER,
2001; DRES & MALLET, 2002; DIECKMANN et al., 2004). Um estudo comparativo
envolvendo diversos grupos como sapos, aves, peixes, Lepidoptera e Drosophila
apresentou evidéncia critica ligando a divergéncia ecoldgica ao isolamento
reprodutivo (FUNK el al., 2006). Em concluséo, a evolugdo e a divergéncia
morfolégica entre as populagdes de D. maculifrons parecem estar ligadas
provavelmente a exploragdo diferencial de nichos para esta espécie e/ou
relacionadas a diferenca de temperatura e umidade entre os locais de coleta
analisados em Florestas Ombrofila Mista e Floresta Estacional Semidecidual. Desse
modo, a morfometria geométrica da asa e do edeago demonstram ser eficientes
como marcadores para evidenciar a sensibilidade desta espécie a variagdes

ecologicas e ambientais.
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Figura 1. Mapa das localidades de coleta de Drosophila maculifrons no sul, FOM (estrelas) e sudeste
FES (circulos) do Brasil. 1. Cangugu-RS; 2. Chapecé-SC; 3. Parque Municipal das Araucarias,
Guarapuava-PR; 4. Salto S&o Francisco da Esperanca, Guarapuava-PR; 5. Matao-SP; 6.
Sertdozinho-SP; 7. Cajuru-SP.

PROXIMAL

Figura 2. Imagem da asa direita de Drosophila maculifrons mostrando a posicdo dos marcos
anatémicos do tipo | (2 a 10) e do tipo Il (1). IVRC = regido intervenal C; IVRD = regido intervenal D;
de acordo com Birdsall et al. (2000).

Cabeca
¥ ®

Figura 3. Vista lateral de edeago de Drosophila maculifrons, evidenciando a area do contorno da
porgdo do 6rgdo considerada nas analises e as denominacgdes das suas respectivas partes.
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Figura 4. Distribuicdo da forma das asas de Drosophila maculifrons da regiao sul, principalmente
Floresta Ombrofila Mista (em vermelho), e da regido sudeste, Floresta Estacional Semidecidual (em
azul), no espago das Variaveis Canénicas (CV1 e CV2), com base na matriz W de componentes
uniformes e escores de deformagdes parciais.
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Figura 5. Distribuicdo das asas de Drosophila maculifrons no espago das Variaveis Candnicas (CV1 e
CV2), com base na matriz W de componentes uniformes e escores de deformagdes parciais. Entre
parénteses estdo representadas as porcentagens da variancia da forma para cada CV. Os graficos
inseridos abaixo do eixo X e a esquerda do eixo Y representam diferengas da forma ao longo de cada
eixo indicado como vetores que mostram o deslocamento dos pontos de referéncia a partir da forma
média.
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Figura 6. Contorno de reconstrugdo da variagao na forma do edeago a partir das sete populagdes de
Drosophila maculifrons descritos por cada componente principal eficaz (PC). A sobreposi¢éo de linhas
na primeira coluna s&o areas de variagdo do edeago. As colunas restantes fornecem uma
visualizagdo sem sobreposi¢ao destes mesmos contornos.
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Figura 7. Analise de agrupamento realizado pelo CLUSTER para verificar a existéncia de
agrupamentos morfolégicos relacionado com as variaveis da forma (modelos descritos na segéo
Material e Métodos) dos edeagos de Drosophila maculifrons. Azul escuro=CANG; Rosa=CHAP;
Azul=SSF; Roxo=PMA; Verde=SER; Vermelho=CAJ; Verde escuro=MAT.




43

o
Ell 2 VWV
g VI = EEE
m I EEV
% VElo.. VEV

e EVI O VARY

| | | |
2 4 6 8

BIC
4700 4750 4800 4850 4900 4950 5000 5050
|

Number of components

Figura 8. Analise de agrupamento realizado pelo MCLUST utilizando dez modelos (simbolos
referentes as linhas no grafico) para verificar a existéncia de agrupamentos morfoldgicos relacionado
com as variaveis da forma (modelos descritos na segcdo Material e Métodos) dos edeagos de
Drosophila maculifrons. BIC = Critério de Informagédo Bayesiana. Number of componentes = nimero
de agrupamentos.
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Tabela 1. Quantidade de asas direita e edeagos analisados de Drosophila maculifrons, por localidade

amostrada.

D. maculifrons

Localidade Asas Edeagos
Cangugu-RS 5 5
Chapeco- SC 100 100
Parque das Araucarias — PR 101 100
Salto Sao Franscisco — PR 71 75
Cajuru — SP 99 100
Matao — SP 8 17
Sertdozinho — SP 16 11
Total 400 408

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para as diferengas intraespecificas no (a) tamanho (tamanho
do centréide) e (b) na forma da asa para sete populagdes de Drosophila maculifrons. *P<0.0001; d.f.
= graus de liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = quadrados médios.

Fonte de Variacdo Fator de variancia SS MS d.f. F

(a) Tamanho

D. maculifrons Grupos 2670656,382706 445109,397118 6 84,48*
Residuos 4178318,524446 5269,001922 793

D. maculifrons SXSE ~ Grupos 1526439,625067 1526439,625067 1 228,86
Residuos 5322535,282082 6669,843712 798

(b) Forma

D. maculifrons Grupos 0,01445136 0,0001505350 96 4,64*
Residuos 0,41125279 0,0000324127 12688

D. maculifrons SXSE ~ Grupos 0,00447117 0,0002794481 16 8,47*
Residuos 0,42123298 0,0000329913 12768

Tabela 3. Distancias de Procrustes entre as sete populacbes de Drosophila maculifrons. CAJ=
Cajuru/SP; CAN = Cangugu/RS; CHA = Chapecdé/SC; MAT = Matao/SP; PMA = Parque Municipal das
Araucarias-Guarapuava/PR; SER = Sertaozinho/SP; SSF = Parque Municipal Sao Francisco da

Esperanga-Guarapuava/PR. *P<0,05 ; **P<0,01.

Populacdes CAJ CAN CHA MAT PMA SER
CAN 0,0108* -

CHA 0,0034* 0,0104* -

MAT 0,0098* 0,0096 0,0114* .

PMA 0.0072** 0,0139* 0,0060** 0,0150** ===

SER 0.0095** 0,0127* 0,0109** 0,0075 0,0139** ===
SSF 0.0038* 0,0124* 0,0039* 0,0115** 0,0052** 0,0102**
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Tabela 4. Analise de Variancia (ANOVA) para a forma do edeago de sete populagbes de Drosophila
maculifrons. d.f. = graus de liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = quadrados médios. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Fontes de Variagao d.f. SS MS F

PC1
Intersecgdo 1 0,002029 0,002029 1,760179
Populagbes 6 0,028759 0,004793 4,158271***
Erro 401 0,462224 0,001153
Total 407 0,490982

PC2
Intersecgdo 1 0,008824 0,008824 10,149510*
Populagbes 6 0,047465 0,007911 9,099440***
Erro 401 0,348620 0,000869
Total 407 0,396085

PC3
Intersecgdo 1 0,002804 0,002804 4,470631*
Populagdes 6 0,021247 0,003541 5,646686***
Erro 401 0,251479 0,000627
Total 407 0,272726

PC4
Intersecgdo 1 0,001853 0,001853 4,088633*
Populagdes 6 0,009705 0,001617 3,568628**
Erro 401 0,181750 0,000453
Total 407 0,191455

PC5
Intersecgdo 1 0,001278 0,001278 5,491764*
Populagbes 6 0,008905 0,001484 6,377793***
Erro 401 0,093319 0,000233
Total 407 0,102224

PC6
Intersecgdo 1 0,000131 0,000131 0,728190
Populagdes 6 0,014675 0,002446 13,557260***
Erro 401 0,072343 0,000180
Total 407 0,087018

PC8
Intersecgdo 1 0,000007 0,000007 0,062902
Populagbes 6 0,000558 0,000093 0,794478
Erro 401 0,046905 0,000117
Total 407 0,047462

PC9
Intersecgdo 1 0,000074 0,000074 0,885053
Populagdes 6 0,001292 0,000215 2,574613*
Erro 401 0,033534 0,000084
Total 407 0,034826

Tabela 5. Teste Post Hoc de Tukey para a forma do edeago entre pares das sete populagbes de
Drosophila maculifrons. * = P<0,05; ** = P<0,01. Em negrito estdo destacados os quatro primeiros
Componentes Principais (PC), que representaram mais de 70% da variagdo encontrada para os

edeagos.

Populagoes CAN CHA PMA SER MAT CAJ
CAN PC3*e PC5*
CHA PC3**

PC1**, PC2**, * *x *

PMA PC3** e PC6** - PC1 PC1**e PC6
% . . . PC1*, PC2™, PC2**, PC5** % .

SSF PC4* e PC5 PC5**e PC6 PC5** & PCE*™ 6 PC6™ PC3*e PC6
SER PC4* PC2** PC2**e PC6**
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4.2. Capitulo |l

Morfometria da asa e do edeago de Drosophila ornatifrons (Diptera:

Drosophilidae)

Trava, B.M.; Machado, L.P.B. e Mateus, R.P.

4.2.1. Introducao

A utilizacdo de drosofilideos tem contribuido amplamente para o
desenvolvimento das mais diversas areas da biologia, e a variagdo morfolégica na
natureza e evolugdo do tamanho e formato de 6rgaos tem sido temas centrais de
investigacdo (IMASHEVA et al.,, 1995; CARROLL, 2000; GILCHRIST et al., 2000;
CARROLL, 2008; HOFFMANN & SHIRRIFFS 2002; CARREIRA et al. 2006; SOTO
et al. 2007a, 2010; SOTO, 2012; como exemplos).

Em moscas do género Drosophila existe uma grande variagdo com relagao a
sobrevivéncia, ao tamanho do corpo, o tempo de desenvolvimento e a ovoposicao, e
essas diferengcas quantitativas provavelmente evoluiram como adaptacbes a
exploracéo dos diversos recursos disponiveis na natureza (FANARA et al., 1999).
Em estudos de variacao clinal, tem sido dado mais énfase com relagdo ao tamanho
do corpo, medido por meio da razdo entre o comprimento da asa e a sua area, o
peso e o tamanho do térax (AZEVEDO et al., 1998; IMASHEVA et al., 1995, como
exemplos). Além do tamanho, caracteres morfolégicos também podem variar na
forma.

A asa de Drosophila tem sido considerada um modelo apropriado para
estudos de evolugdo morfolégica em populagdes naturais por diversos motivos
(BITNER-MATHE & KLACZKO, 1999a, 1999b; HUEY et al., 2000), entre eles esta o
fato de serem estruturas articuladas, facilitando seu manuseio, e tem sido
demonstrado que sao ferramentas Uteis para estudos de morfometria geométrica
(PAVLINOV, 2001). Alguns estudos tem encontrado evidéncias da selecéo natural
sobre a forma da asa em populagdes naturais (WEBER, 1990; GILCHRIST &
PARTRIDGE, 2001), e outros tem revelado alta herdabilidade da forma (BITNER-
MATHE & KLACZKO, 1999a, 1999b; MORAES et al., 2004a). Porém, a maior parte
dos trabalhos tem estudado as alteragdes na forma da asa em Drosophila
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considerando o aspecto do desenvolvimento embrionario (GARCIA-BELLIDO & DE
CELIS, 1992; GARCIA-BELLIDO, 1997), e apenas alguns poucos estudos tem
examinado a variagao quantitativa na forma da asa em populagdes naturais.

Outro método da morfometria geométrica que tem sido utilizado € o contorno
de estruturas, muitas vezes, quando n&o existem marcos anatdbmicos homologos
precisos e facilmente identificaveis (ROHLF, 1990; McLELLAN & ENDLER, 1998;
MONTEIRO & REIS, 1999). A anadlise do contorno do edeago € capaz de revelar
mudangas na forma, como curvatura e rugosidade, que nao sao capturados por meio
de métodos que utilizam de marcos anatdmico, sendo, portanto, uma analise
aplicada com sucesso na forma deste 6rgao reprodutor importante (SOTO, et al.,
2007a; FRANCO et al., 2008). Os Descritores Elipticos de Fourier (DEF) tém sido
efetivamente aplicados com sucesso a analise biologica de diversas formas em
animais (ROHLF & ARCHIE, 1984; FERSON et al., 1985; BIERBAUM & FERSON,
1986; DIAZ et al., 1989; LIU, et al., 1996; LAURIE, et al., 1997).

A espécie Drosophila ornatifrons pertence ao grupo guarani e tem sido
encontrada em fragmentos florestais em todo o Brasil (GOTTSCHALK et al., 2008). A
Floresta Ombrdfila Mista (FOM) concentra-se, principalmente, no Planalto Meridional
Brasileiro, na regido sul do Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parana, também na Provincia de Missiones na Argentina, sucedendo também em
refugios situados nas Serras do Mar e da Mantiqueira (IBGE, 1992; Klein, 1960).
Hueck (1972) afirma que a Floresta Ombroéfila Mista ocorre principalmente nos trés
estados da regido sul, sendo o estado do Parana a apresentar a maior extenséo
desta unidade fitoecolégica. A Floresta Ombrofila Mista ocupava, no Parana, 37% da
superficie desse Estado (MAACK, 1981) abrigando uma grande diversidade de
espécies. Porém desde o século XVIII, vem sofrendo uma intensa destruigao, que se
acentuou no comego do século passado até a década de sessenta. Atualmente,
somando os trés Estados da regido sul, restam cerca de 10% de florestas
manejadas e apenas 2% de florestas originais dessa fitosionomia (KOCH, 2002).
Segundo dados de Britez e colaboradores (2000) e Castella & Britez (2004), no
estado do Parana resta menos de 1% de composi¢cdes da FOM em estadio
avancado de sucessao florestal.

Os estudos que abordam a variagdo intraespecifica, divergéncia
interespecifica e hibridizacdo podem proporcionar uma abordagem util para entender

as bases genéticas subjacentes da morfologia genital e os processos evolutivos
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envolvidos (ARNQVIST, 1997; HOSKEN & STOCKLEY, 2004; SOTO et al., 2007a). A
técnica de morfometria geométrica tem sido usada em estudos de diversas areas,
devido a interpretagdo e comparacdo dos padroes de variacdo dos caracteres
quantitativos (CAVALCANTI & LOPES, 1990). Assim, o presente trabalho teve como
objetivo determinar o nivel de diferenciagdo morfologica de populagdes naturais de
D. ornatifrons, amostradas na regido sul do Brasil, utiizando a morfometria
geomeétrica da asa e do edeago como marcador, tentando entender a origem e a

distribuicao desta variacao.

4.2.2. Material e Métodos

Neste trabalho foram realizadas coletas de amostras das populacdes naturais de
Drosophila localizadas no sul e sudeste do Brasil, porém D. ornatifrons sé foi
encontrada na regiao sul (Figura 1). Individuos de cada populacao foram coletados a
partir de armadilhas abertas, contendo isca de banana, laranja e fermento biologico,
distribuidas no chao dentro da mata, e utilizando rede entomoldgica para captura, de
acordo com o método descrito por Dos Santos e colaboradores (2010). As moscas
capturadas foram transferidas para tubos contendo meio de cultura e transportadas
para o laboratério, onde foram triadas e previamente identificadas por meio de chave
de identificagdo e analise da genitdlia do macho (FREIRE-MAIA & PAVAN, 1949;
VILELA & BACHLI, 1990). Apds a identificagdo das espécies pela forma do edeago,
foram montadas 43 laminas de asas direita e 56 laminas de edeago dos machos

adultos de Drosophila ornatifrons de todas as populagdes amostradas (Tabela 1).

Preparacio das Iaminas

- Asa

Apoés a identificacdo das espécies pela forma do edeago, a asa direita de
cada individuo foi removida e montada em laminas. As imagens das asas foram
capturadas usando um microscopio estereoscoépico (Stemi 2000 C, Zeiss) no
aumento de 2,5X com camera 5 MP acoplada. Foram obtidos nove marcos
anatdmicos do tipo | e um do tipo Il utilizando o programa tpsDig 2 (ROHLF, 2005).

Segundo Bookstein (1991), a utilizagdo do marco Tipo | tem sentido mais
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desenvolvimentista e evolutivo, mas geralmente marcos de referéncia de Tipo |l
também podem ser utilizados pois sao funcionalmente equivalentes (O'HIGGINS,
2000). Os dez marcos anatbmicos estao localizados nas intersec¢des de veias ou
onde a veia encontra as margens da asa (Figura 2). Todas as marcag¢des foram
realizadas duas vezes para reduzir o erro de medicdo (ARNQVIST &
MARTENSSON, 1998).

- Edeago

A preparacdo dos edeagos para as analises foi realizada a partir de
modificagdes da técnica descrita por Kaneshiro (1969). Os dois ultimos tergitos do
abdémen de cada macho foram extraidos com uma microagulha e transferidos a um
microtubo com Hidréxido de Potassio (KOH) a 10% e deixado em repouso por 12
horas. Apds esse periodo a pega foi lavada em agua destilada e colocada em outro
microtubo contendo o corante diluido de Gage (quatro partes de fucsina acida para
uma parte de acido acético glacial), também repousando por aproximadamente 12
horas. A peca foi lavada novamente em agua e colocada em uma lamina escavada
contendo glicerina para a separacdo dos demais apéndices (hipandrium e
epandrium), deixando somente o edeago. Em seguida, o edeago foi colocado no
centro de uma lamina e sobre ele foi adicionada uma gota de balsamo do Canada.
Esta lamina continha duas laminulas fixadas nas suas extremidades, formando uma
base de apoio para a movimentacdo do edeago na lamina durante captura de
imagem. Sobre 0 edeago e o balsamo foi colocada uma laminula maior. O edeago é
uma estrutura tridimensional, complexa e muito pequena. Devido a sua morfologia
rigida foi possivel, mediante toques suaves na laminula, posiciona-lo em vista lateral
ou frontal. Assim, corre¢cdes da posi¢cao foram realizadas cuidadosamente com o
objetivo de posicionar o edeago na lamina em vista lateral, o edeago foi entédo
fotografado num aumento de 400x utilizando um microscopio Primo Star da Zeiss
com camera 5 MP acoplada. Apdés a captura, as imagens foram editadas no
programa Adobe Photoshop CS6 para criacdo de arquivos de contorno em preto e
branco (Figura 3) para analise no pacote de programas SHAPE v1.3 (IWATA & UKAI,
2002).

Analises morfométricas
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- Asa

As analises morfométricas das asas foram realizadas utilizando o programa
Morphod (KLINGENBERG, 2011). O tamanho da asa foi estimado pelo tamanho do
centroide, que é calculado a partir do centro de gravidade de cada asa por meio da
raiz quadrada da soma dos quadrados das distancias de cada um dos marcos
anatomicos (DRYDEN & MARDIA, 1998). Diferencas de tamanho e forma da asa
foram testadas por Analise de Variancia Univariada (ANOVA).

Para a obtencdo da variacdo na forma, os dez marcos anatdmicos foram
superpostos segundo o meétodo de quadrados minimos (BOOKSTEIN, 1996;
DRYDEN & MARDIA, 1998), onde as coordenadas x e y foram transladas,
proporcionalizadas e rotacionadas, a fim de retirar o efeito de posi¢cédo, tamanho e
sentido (MONTEIRO & REIS, 1999). Sem esses trés efeitos as diferengas
observadas sao referente somente a variagdo da forma das estruturas. Apéds, foram
obtidas as distancias de Procrustes entre as populagdes e foi realizada a analise das
variaveis candnicas (CVA). Esta ultima fornece uma descricdo das diferencas entre
grupos especificos na diferenciacdo da forma mesmo quando é utilizada em analises
discriminantes realizadas a partir de amostras com observacgdes repetidas, e com
base em um grande numero de caracteristicas originais correlacionadas
(KHATTREE & NAIK, 2000). Os resultados foram apresentados como distancias de
Procrustes e os seus respectivos graus de significancia (P < 0,05). Além disso, foi
realizada ANOVA de Procrustes, resultando em valores de soma de quadrados (SS)
e quadrados médios (MS) (KLINGENBERG & MCINTYRE, 1998; KLINGENBERG et
al., 2002). Todas estas analises foram realizadas no programa MorphoJ
(KLINGENBERG, 2011). Também foi realizada a correlagdo entre a distancias de
procrustes e distdncias geograficas lineares pelo teste de Mantel (1967), utilizando o
programa TFPGA versdo 1.3 (Miller, 1997). A significancia da correlagdo entre as
duas matrizes foi testada em 999 permutacdes aleatdrias da matriz de similaridade,
gerando uma distribuicdo nula de coeficientes de correlagdo, sendo considerado
significativo se o resultado igual ou superior 95%.

A andlise de agrupamento CLUSTER, técnica multivariada utilizada para
discriminar e classificar grupos por meio da separacdo de individuos de uma
populagcao em duas ou mais classes, resultando num dendograma, foi realizada no
programa PAST 3.01 (KHATTREE & NAIK, 2000).
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- Edeago

Para analise morfométrica do edeago foi utilizado o programa SHAPE v1.3.
Com este pacote de programas é possivel avaliar o contorno de formas baseadas
em Descritores Elipticos de Fourier (DEFs), originalmente propostos por Kuhl e
Giardina (1982), que delineia qualquer tipo de forma com um contorno bidimensional
fechado. As imagens bidimensionais foram utilizadas para obter os Componentes
Principais (PC), e contagens com base numa matriz de varidncia-covariancia criada
a partir dos coeficientes dos DEFs, utilizando 25 harménicas. Estes PCs sé&o
considerados comparaveis as medigdes continuas de caracteristicas morfologicas e
foram usados como tal em analises estatisticas subsequentes. Como os coeficientes
de Fourier sdo normalizados com base na primeira elipse harménica, o tamanho é
desconsiderado na analise estatistica.

Apos a determinacdo dos PCs, estes foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (W). Os PCs que apresentaram distribuicdo normal
foram analisados por meio de Analise de Variancia (ANOVA), e aqueles que nao
apresentaram tal distribuicdo foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Estes testes foram aplicados para verificacdo da existéncia ou nao
de diferenciacdo morfologica entre as populagbes analisadas. Quando diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas na ANOVA, o teste Post Hoc de
Tukey foi realizado, determinando especificamente em quais pares de populagbes
ocorreu tal diferenciagcao. Estas analises foram realizadas no programa Statistica 7.0
(STATSOFT, 2004). A analise de agrupamento CLUSTER foi realizada no programa
PAST 3.01 (KHATTREE & NAIK, 2000) para ver a existéncia de estruturagao
morfoldgica, resultando num dendograma.

A existéncia de estruturagdo morfologica, sem a existéncia de qualquer tipo
de agrupamento a priori, foi determinada por meio da analise de agrupamento no
programa MCLUST verséo 4.2, utilizando os valores de PC. Este programa é um
pacote do programa R (FRALEY & RAFTERY, 2006) que possui um algoritmo de
classificagdo que combina uma classificagao hierarquica aglomerativa, baseada em
modelos de classificagdo, com base na probabilidade de classificacdo, com
algoritmos de Expectativa-Maximizagao (EM) por Maxima Verossimilhangca de
modelos de mistura multivariada Gaussiana. Este algoritmo testa dez modelos
(descritos na seg¢ao Material e Métodos do Capitulo | desta dissertagdo) que diferem

em hipoteses sobre a forma e volume, baseado no Critério de Informacgéo Bayesiana
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(BIC), resultando em um grafico que demonstra o numero de agrupamentos
existentes. Além disso, ele também permite reclassificar os individuos dentro dos
agrupamentos detectados sem a classificacdo a priori. Cada individuo é atribuido a
um grupo com uma probabilidade de incerteza.

4.2.3. Resultados

4.2.3.1. Analise das Asas

Variacdo do Tamanho e na Forma

Para analise da variagdao no tamanho das asas foi utilizado o centrdide, que é
a variavel de tamanho que nao se correlaciona com a forma e nao apresenta
dependéncia alométrica. A analise de variancia (Tabela 2) mostrou que houve
diferenca significativa no tamanho das asas entre as cinco populagdes de D.
ornatifrons, coletadas na regido Sul (F=18,62; p<0,0001). Na analise da forma das
asas, também foi observada diferenga significativa entre todas as cinco populag¢des
(F=3,05; p<0,0001).

Distancia de Procrustes

O maior valor de distancia de Procrustes observado entre as populagdes de
D. ornatifrons (Tabela 3) foi entre as populacbées de Cangucu/RS e Salto Sao
Francisco/PR (0,0176), e a menor foi entre Cangugu/RS e Parque das Araucarias/PR
(0,0112), ambas significativas (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Este resultado
esta de acordo com o observado na Figura 4, onde as amostras de Cangucu/RS e
Salto Sao Francisco/PR apresentaram-se mais distantes dentro do eixo da variavel
candnica 1 (CV1) do que as amostras de Cangugu/RS e Parque das Araucaérias/PR.
Distancia de Procrustes significativa também foi observada entre as populacdes de
Salto Sao Francisco/PR e o Parque Municipal das Araucarias (0,0114; p<0,001). As

demais n&o apresentaram valores significativos (Tabela 3).

Teste de Mantel

O teste de Mantel mostrou que nao ha correlagao significativa entre as

matrizes de distancia de procruste e geografica (r=0.3806; p=0,8300).
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Analise das Variaveis Canbnicas

A analise das variaveis candnicas para as populagdes de D. ornatifrons
(Figura 4) mostrou que os valores meédios de CV1 e CV2 representaram cerca de
84,21% da variancia total da forma, onde CV1 representou 57,93% da variancia, e
CV2 representou 26,28% da variancia (Figura 4 - A). A distribuicdo de cada
populagdo no espaco das Variaveis Candnicas mostrou que, para CV1, as amostras
de Salto Sao Francisco/PR apresentaram valores positivos e ficaram mais afastadas
das amostras das demais populagdes analisadas, Parque das Araucarias/PR,
Chapecé/SC e Cangucgu/RS, que apresentaram principalmente valores negativos
para CV1. Esta diferenciacdo provavelmente deve ser devido principalmente a asa
de Parque das Araucaérias/PR, Chapecé/SC e Cangugu/RS apresentarem uma maior
IRVD (delimitada pelos marcos 4, 5, 6 € 7) do que o Salto Sao Francisco/PR (Figura
4 — D e E). Além disso, nesta comparacao, Salto Sao Francisco apresentou maior
diferenciagdo com relagcdo a Cangugu/RS do que com as demais, o que concorda
com os dados das Distancias de Procrustes (Tabela 3). Com relagdo a CV2,
Chapecé/SC e Cangugu/RS apresentaram a regiao proximal mais ampla
(distanciamento do posicionamento dos marcos 1, 8, 9 e 10) e a parte distal da IVRC
mais larga (pelo distanciamento dos marcos 3 e 4) do que Parque das Araucarias/PR

e o Salto S&o Francisco/PR (Figuras 4 — B e C).

Analise de agrupamento CLUSTER

Analise de agrupamento CLUSTER, realizada com todos os individuos de D.

ornatifrons amostrados, resultou no dendograma da Figura 5, onde pode ser
observada a reclassificacdo das amostras agrupando todos os individuos de
Chapeco-SC com a maioria dos individuos de Salto Sao Francisco-PR, e todos os
individuos de Cangugu-RS com a maioria dos individuos do Parque Municipal das

Araucarias-PR.

4.2.3.2. Analise dos Edeagos

Variacdo da forma do edeago de Drosophila ornatifrons

Na analise da forma, incluindo as quatro populagdes de D. ornatifrons, seis
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Componentes Principais (PC) foram eficazes e descreveram 95,57% da variagéo
total (Figura 6), sendo que os trés primeiro PCs descreveram mais de 80% da
variacado. Grande parte da variagao da forma descrita pelo PC1 ocorreu na regidao da
cabeca, associada com a largura desta parte do edeago, e no comprimento do nariz,
afetando a forma da base do tronco. Para o PC2 a variagao ocorreu em grande parte
associada com o grau de curvatura entre o nariz e a cabega. Ja para o PC3, a
variagao ocorreu principalmente com relagédo ao comprimento da base do tronco até
a cabeca (Figura 6).

Porém, a ANOVA para PC1 e PC3 a PC8 (PCs com valores seguindo a
distribuicdo normal), e o teste de Kruskal-Wallis para PC2 (PC que apresentou
desvio da distribuigdo normal) mostrou que todas estas diferencas morfolégicas

entre as populac¢des de D. ornatifrons nao foram significativas (Tabela 4).

Analise de agrupamento CLUSTER

Analise de agrupamento CLUSTER, realizada utilizandos todos os individuos

de D. ornatifrons amostrados, resultou no dendograma da Figura 7, onde pode ser
observado que a reclassificacdo das amostras ndao mostrou um padrdo consistente
com a reclassificagdo dentro das populagdes, havendo no geral um espalhamento
das amostras dentro dos quatro agrupamentos. Isto demonstra que ndo ha um
padrdao morfolégico de estruturagdo das amostras por meio da analise pelo
CLUSTER.

Analise de agrupamento MCLUST

A analise de agrupamento MCLUST, realizada para verificar a existéncia de
estruturagdo morfolégica nos edeagos de D. ornatifrons sem uma suposi¢ao a priori
da existéncia de qualquer agrupamento, resultou em trés modelos que melhor
explicaram a dispersdao dos dados para a forma. Este modelos foram: "EEV" —
distribuicao elipsoidal, volume e forma iguais; "VEV" — distribuicao elipsoidal, forma
igual, e; "VVV" — distribuicdo elipsoidal, volume, forma e orientagao variaveis. De
acordo com esses modelos, foram reconhecidos quatro agrupamentos para a
variabilidade morfolégica total dos edeagos analisados (Figura 8). Dentro destes
agrupamentos, o maior numero de individuos de Cangucu-RS e Salto Sao
Francisco-PR foram agrupados no grupo 2, e a maioria dos individuos de Chapecé-

SC e Parque das Araucarias-PR foram reclassificados ao grupo 3 conforme mostra a
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Tabela 5.

4.2.4. Discussao

As amostras populacionais de Drosophila ornatifrons apresentaram diferengas
significativas com relagcdo ao tamanho e a forma de suas asas pela analise de
variancia. Estes resultados corroboram o poder taxondbmico deste carater
morfolégico, que ja havia sido demonstrado para outras espécies de Drosophila
(SHORROCKS, 1972), inclusive para espécies cripticas. Neste ultimo caso é
esperado encontrar uma alta semelhanga morfoldgica, porém, quando sao utilizados
métodos morfométricos algumas diferengas morfoldgicas podem ser detectadas e
podem permitir a discriminagéo entre elas (MORAES et al., 2004a, 2004b).

A analise intraespecifica das asas demostrou que as diferengas significativas
para a heterogeneidade da forma e tamanho entre as populagdes de D. ornatifrons
podem ser particionadas, permitindo inclusive reconhecer diferentes taxas de
desenvolvimento da asa em compartimentos distintos. Neste sentido, a Regiéo
Intervenal D (IVRD) foi a por¢cao da asa que melhor discriminou os individuos de D.
ornatifrons coletados no Parque das Araucarias/PR e Cangugu/RS daqueles
coletados no Salto Sao Francisco/PR e na analise de agrupamento CLUSTER ouve
uma aproximacado entre as amostras do PMA e CAN e um afastamento dos
individuos de SSF. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para duas
outras espécies de Drosophila endémicas da América do Sul, D. buzzatii e D.
koepferae, que sao espécies cactofilicas que utilizam tecidos de cactos em
decomposi¢cdo como sitios de oviposicao e alimentagao larval (revisdo em MANFRIN
& SENE, 2006). Soto e colaboradores (2008a) observaram uma resposta plastica da
IVRD relacionada com a criagdo de diferentes linhagens destas moscas em
diferentes tipos de cactos hospedeiros naturais.

Ja os dados de analise de variancia para a forma do edeago evidenciaram
que as variacbes morfolégicas detectadas entre as populacbes amostradas de D.
ornatifrons nao sao significativas. Portanto, ndo podemos considerar que houve
diferenciagcao morfologica para a forma do edeago nesta espécie considerando esta
analise. Por outro lado, quando foi aplicada a analise de agrupamento por meio do

programa CLUSTER, ndo ouve um padréo consistente de agrupamento e através do
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programa MCLUST, foram identificados quatro agrupamentos distintos. Porém, a
reclassificacdo das amostras para essas duas analises, ndo mostraram um padrao
consistente com a reclassificagdo dentro das populagées amostradas, havendo no
geral um espalhamento das amostras dentro dos quatro agrupamentos. lIsto
demonstra que ndo ha um padrdo morfoldgico de estruturagdo das amostras por
meio da analise pelo CLUSTER e MCLUST. Estas analises nesta espécie, ANOVA,
CLUSTER e MCLUST, devem ser consideradas com cautela devido ao tamanho
reduzido de amostras.

Em condi¢gbes ambientais heterogéneas, variagdes fenotipicas na asa podem
ocorrer principalmente devido a dois fatores, a temperatura e/ou a utilizagao
diferencial de recursos. Este tipo de observacdo tem sido detectado em alguns
trabalhos, onde foram demonstradas a ocorréncia de variagdes no tamanho e na
forma de acordo com estacgdes climaticas (TANTAWY, 1965; KARI & HUEY, 2000) e
com a exploracédo de diferentes recursos, tais como diferentes cactos hospedeiros
(CARREIRA et al., 2006). Porém, resultado diferente foi encontrado para a variagao
no edeago, nao ocorrendo diferenciagcédo entre as popula¢des de D. ornatifrons. Isto
corrobora a ideia de que a diferenciagdo nos caracteres da genitalia masculina
sofrida pelos individuos nem sempre é acompanhada por igual diferenciacédo na
morfologia do restante do corpo (VILELA, 1983).

Em um estudo paralelo utilizando a espécie D. maculifrons, que é
filogeneticamente préxima a D. ornatifrons (capitulo 1 desta dissertagédo), foi
evidenciado que ha diferengas significativas para o tamanho e para a forma das
asas e para a forma de seus edeagos nesta espécie. Estudos recentes (GUSTANI,
2013; CENZI-DE-RE et al., in press) mostraram que D. ornatifrons e D. maculifrons,
que sao espécies proximas relacionadas filogeneticamente, apresentam baixa
variabilidade molecular em genes do DNA mitocondrial, com evidéncias de expansao
do sul para o sudeste do Brasil. Entdo, como as diferencas nos resultados entre as
duas espécies podem ser explicadas?

No caso de D. ornatifrons, todas as amostras analisadas sao provenientes
areas de ocorréncia de Floresta Ombréfila Mista (Mata de Araucaéria), o que pode ter
sido um fator importante para a observagdo de auséncia de diferenciacéo
morfolégica para o edeago. No caso de D. maculifrons (Capitulo 1 desta
dissertagdo), nas localidades do sul do Brasil onde ela foi coletada ocorre a

presenga de Floresta Ombrdfila Mista (Mata de Araucaria), e no sudeste ocorre
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Floresta Estacional Semidecidual (Mata Atlantica de Interior). Estas duas
fitofisionomias sdo bem diferenciadas, principalmente quanto ao padrao de chuvas,
temperatura e umidade (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003; RIBEIRO et al., 2009),
fatores que podem ter levado a maior diferenciacdo morfolégica do edeago entre
suas populacdes.

Diferentes estudos mostram que o ambiente onde as espécies se
desenvolvem tem grande influéncia na sua morfologia. Por exemplo, a utilizagao de
espécies de diferentes cactos hospedeiros tem alterado de forma significativa o
tamanho e a forma do edeago e das asas em espécies do cluster D. buzzatii (SOTO,
et al., 2007a, 2008a, 2008b, 2010; SOTO, 2012), mostrando que a divergéncia e a
evolugcao dessas espécies estido relacionadas a historia do uso de diferentes sitios
de ovoposicdo (HASSON, et al., 1992; FANARA, et al., 1999; SOTO, et al., 2007b,
2008c). Além disso, também foi demonstrado nestes drosofilideos cactofilicos que os
sistemas sensoriais, o tempo de desenvolvimento, a ovoposicdo e a forma de
sobrevivéncia podem acelerar a divergéncia quando associadas a mudangas de
cacto hospedeiro como novo recurso (FANARA & HASSON, 2001; MARKOW &
O’GRADY, 2005; McBRIDE, 2007). Essa mudanca de hospedeiro pode ter como
consequéncia a evolugdo de isolamento sexual entre populagées (COYNE & ORR,
2004; ETGES et al., 2006).

Os elementos do clima como a luminosidade, o vento e a agua, sao
complexamente relacionados, tornando o clima um fator determinante da vegetacao,
pois influencia diretamente a disponibilidade de agua e temperatura do ambiente e
recursos (PIANKA, 1994). Dados de levantamento de fauna sugerem que um dos
fatores determinantes para a captura de D. ornatifrons somente na regido sul deste
trabalho seja a ocorréncia de umidade alta e temperatura amena, visto que a maior
frequéncia de individuos desta espécie € observada em areas mais umidas da Mata
Atlantica do sul e sudeste do Brasil (MEDEIROS & KLACZKO, 2004; GOTTSCHALK
et al., 2007; DOGE et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2010; HOCHMULLER et al.,
2010; CAVASINI et al., in press), e em florestas de galeria do Cerrado (TIDON,
2006). Ela tem sido raramente coletada ou esta ausente na Floresta Amazénica
(MARTINS, 1987; ACURIO & RAFAEL, 2009), na fitofisionomia Floresta
Semidecidua da Mata Atlantica (MEDEIROS & KLACZKO, 2004), no Cerrado stricto
sensu (TIDON, 2006), em manguezais (SCHMITZ et al., 2007), em areas de restinga
(BIZZO et al., 2010), em matas de Floresta Ombrofila Densa do litoral (MEDEIROS &
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KLACZKO, 2004), e no Pampa gaucho (POPPE et al., 2012).

A baixa frequéncia de individuos de D. ornatifrons na fitofisiomia Floresta
Semidecidua da Mata Atlantica, um ambiente com baixa umidade relativa, também
foi evidenciada nas coletas para este trabalho e para o de Gustani (2013), realizadas
quatro vezes entre setembro de 2010 e novembro de 2012, em cada uma de trés
areas distintas no sudeste do Brasil. Mesmo utilizando metodologia de coleta mais
adequada para captura de espécimes da “radiagdo” tripunctata (MEDEIROS &
KLACZKO, 2004; DOS SANTOS et al., 2010), e em periodos mais umidos, nenhum
individuo de D. ornatifrons foi coletado, enquanto espécimes de D. maculifrons foram
capturados em abundancia nestas mesmas areas. Ainda, regides de mata mais
propicias para a captura desta espécie muitas vezes apresentam baixa frequéncia
de individuos (como indicado pelo pequeno numero amostral deste trabalho - Tabela
1), sugerindo que além dos fatores abioticos (temperatura e umidade), fatores
ecologicos ainda nao identificados também parecem ser importantes para a
ocorréncia de D. ornatifrons. Estudos sobre anurofauna de florestas brasileiras
mostra registro de menor riqueza de espécies de anuros em FES, quando
comparada a taxocenoses de Floresta Ombréfila (HADDAD & SAZIMA, 1992,
TOLEDO et al., 2003; BERTOLUCI et al., 2007; ZINA et al., 2007; SANTOS et al.,
2009), possivelmente decorrente do menor grau de heterogeneidade estrutural da
paisagem e da menor diversidade de habitats e microhabitats umidos disponiveis as
espécies (HADDAD & PRADO, 2005). Este estudo sobre a composi¢cao de espécies
de anuros de areas de Floresta Estacional Semidecidua € mais semelhante as
registradas em areas do Cerrado, do Pantanal e até mesmo do Pampa do que as
encontradas na Floresta Ombrdfila. Esse padrdao pode ser resultado tanto da
sazonalidade climatica daquelas areas, com estacdo seca bem definida,
favorecendo a ocorréncia de espécies generalistas que se reproduzem em corpos
d’agua de areas abertas (VASCONCELOS & ROSSA-FERES, 2005; SANTOS et al.,
2007), como da distancia geografica que ocorre entre essas areas e os centros de
diversificagcdo de anuros, como a Floresta Ombrofila (CARNAVAL et al., 2009;
SANTOS et al., 2009).

Assim, a variacao morfolégica da asa observada entre as populacbes de D.
ornatifrons pode estar relacionada com aspectos ecolégicos das mesmas, com esta
espécie provavelmente possuindo uma maior especificidade ecoldgica, o que acaba

limitando a sua ocorréncia. Por outro lado, D. maculifrons deve ser mais generalista
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e por este motivo deve provavelmente sofrer menor pressdo ambiental quando
comparada com D. ornatifrons. Segundo Gottschalk e colaboradores (2008),
espécies do grupo guaramunu, D. maculifrons e D. griseolineata, foram observadas
em fungos coletados em areas florestais e ambientes antropizados na regido sul e
sudeste do Brasil. Geralmente os drosofilideos encontrados em areas antropizadas
sdo mais versateis, utilizando maior fonte de recurso para alimentacao e reprodugéo.

Deste modo, a distribuicdo atual das populagbes desta espécie em
fragmentos de Mata Atlantica do sul do Brasil, assim como a sua variabilidade
genética e morfologica, pode ser resultado da combinagdo de fatores climaticos
recentes e historicos, com fatores ecoldgicos, paleogeograficos, e também devido a

ocorréncia de possiveis refugios.
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Figura 1. Mapa das localidades de coleta de Drosophila ornatifrons no sul do Brasil. 1 - Cangugu-RS;
2 - Chapeco-SC; 3 - Parque Municipal das Araucarias, Guarapuava-PR; 4 - Salto Sao Francisco,
Guarapuava-PR.
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Figura 2. Imagem da asa direita de Drosophila ornatifrons mostrando a posigéao d'osI marcos
anatémicos do tipo | (2 a 10) e do tipo Il (1). IVRC = regido intervenal C; IVRD = regido intervenal D;
de acordo com Birdsall et al. (2000).
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Figura 3. Vista lateral de edeago de Drosophila ornatifrons, evidenciando a area do contorno da
porgcdo do 6rgdo considerada nas analises e as denominagdes das suas respectivas partes.
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Figura 4. Distribuigcdo das asas de Drosophila ornatifrons no espago das Variaveis Canénicas (CV1 e
CV2) com base na matriz W de componentes uniformes e escores de deformacdes parciais. Entre
parénteses estao representadas a porcentagens da varidncia da forma para cada CV. Os gréficos
inseridos abaixo do Eixo X e a esquerda do Eixo Y representam diferencas da forma ao longo de
cada eixo representado como vetores que indicam o deslocamento dos pontos de referéncia a partir

da forma média.
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Figura 5. Analise de agrupamento realizado pelo CLUSTER para verificar a existéncia de
agrupamentos morfologicos relacionado com as variaveis da forma (modelos descritos na secao

Material e Métodos) das asas de Drosophila ornatifrons.
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Tabela 1. Quantidade de asas direita e edeagos analisados de Drosophila ornatifrons, por localidade

amostrada.
Localidade Asas Edeagos
Cangugu-RS 6
Chapecé- SC 2
Parque das Araucarias — PR 19 22
Salto Sdo Franscisco — PR 16 20
Total 43 56

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para as diferencgas intraespecificas no (a) tamanho (tamanho
do centroide) e (b) na forma da asa para quatro popula¢des de Drosophila ornatifrons. *P<0.0001; d.f.
= graus de liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = quadrados médios.

Fator de variancia SS MS d.f. F

(a) Tamanho

Grupos 729416,842903 243138,947634 3 18,62*
Residuos 1070674,923177 13057,011258 82

(b) Forma

Grupos 0,00470481 0,0000980169 48 3,05*
Residuos 0,04211590 0,0000321005 1312

Tabela 3. Distancias de Procrustes entre as quatro populagbes de Drosophila ornatifrons. CAN =

Cangugu/RS; CHA =

Chapecé/SC; SSF =

Parque Municipal S&o Francisco da Esperanga-

Guarapuava/PR e PMA = Parque Municipal das Araucarias-Guarapuava/PR. *P<0,05; **P<0,01.

Populagbes CAN
CHA 0,0161
PMA 0,0112*
SSF 0,0176**

CHA PMA
0,0147
0,0142_ 0,0114*
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Tabela 4. Analise de Variancia para a forma do edeago de quatro populagdes de Drosophila
ornatifrons. g.l. = graus de liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = quadrados médios.

Fontes de Variacdo d.f. SS MS F p

PC1
Intersecgdo 1 0,004126 0,004126 0,295996 0,588729
Populagbes 3 0,045143 0,015048 1,079583 0,365901
Erro 52 0,724792 0,013938
Total 55 0,769935

PC3
Intersecgdo 1 0,000047 0,000047 0,024135 0,877142
Populagbes 3 0,002134 0,000711 0,367083 0,777043
Erro 52 0,100755 0,001938
Total 55 0,102889

PC4
Interseccéo 1 0,002212 0,002212 1,668004 0,202237
Populagdes 3 0,008992 0,002997 2,259931 0,092343
Erro 52 0,068968 0,001326
Total 55 0,077960

PC5
Intersecgdo 1 0,000851 0,000851 1,253772 0,267979
Populagdes 3 0,003360 0,001120 1,649616 0,189270
Erro 52 0,035300 0,000679
Total 55 0,038660

PC6
Intersecgdo 1 0,000019 0,000019 0,039490 0,843256
Populagbes 3 0,000503 0,000168 0,339850 0,796582
Erro 52 0,025667 0,000494
Total 55 0,026171

PC7
Intersecgdo 1 0,000038 0,000038 0,115309 0,735547
Populagdes 3 0,000612 0,000204 0,612446 0,609987
Erro 52 0,017320 0,000333
Total 55 0,017931

PC8
Intersecgdo 1 0,000003 0,000003 0,008258 0,927942
Populagdes 3 0,000156 0,000052 0,170448 0,915872
Erro 52 0,015874 0,000305
Total 55 0,016030

Tabela 5. Total (e porcentagens) de reclassificacdes das amostras dos edeagos de Drosophila
ornatifrons dentro dos agrupamentos morfolégicos formados por meio de Critérios de Inferéncia
Bayesiana (BIC).

Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4
CAN 1(12,5) 4(50,00 3(37,5) -
CHA - 2(33,3) 4 (66,7) -
PMA 1 (4,6) 5(22,7) 14(63,6) 2(9,1)
SSF  2(10,0)0 9(45,00 7(350) 2(10,0)
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5. Consideracgodes finais

Este trabalho contribuiu com dados importantes acerca dos padrbes de
diferenciagdo morfolégica para as espécies D. maculifrons e D. ornatifrons. Os
nossos resultados mostraram que os padrbes encontrados para as asas foram
diferentes do detectados para os edeagos, corroborando com a hipdtese de que
estas diferentes partes do corpo podem apresentar taxas e historias evolutivas nao
congruentes. De uma maneira geral, as variagbes observadas para D. ornatifrons
parecem estar relacionadas com aspectos ecologicos, tais como, exploragéo
diferencial de nichos e/ou temperatura do ambiente, mas isto deve ser visto com
cautela devido ao tamanho amostral pequeno para esta espécie. Para D.
maculifrons, os padrbes parecem estar relacionada com o local de ocorréncia das
populagdes, ocorrendo uma diferenciacdo nas populagdes coletadas no sul, Floresta

Ombrofila Mista, com as popula¢des coletadas em Floresta Estacional Semidecidua.



80

6. Referéncias Bibliograficas

ANDRADE, C.A.C.; HATADANI, L.M.; KLACZKO, L.B. Phenotypic plasticity of the
aedeagus of Drosophila mediopunctata: Effect of the temperature. J. Therm Biol., v.
30, p. 518-523, 2005.

ARNQVIST, G. The evolution of animal genitalia: distinguishing between hypotheses
by single species studies. Biol. J. Linn., v. 60, p. 365-379, 1997.

AVISE, J.C. Phylogeography: the history and formation of species. Harvard
University Press, p.447, 2000.

AVONDET, J.L.; BLAIR, R.B.; BERG, D.J.; EBBERT, M.A. Drosophila (Diptera:
Drosophilidae) response to changes in ecological parameters across an urban
gradient. Environ. Entomol., v. 32, p. 347-358, 2003.

BACHLI, G. TaxoDros: the database on taxonomy of Drosophilidae, v.1.04,
Database 2013/6. http://taxodros.unizh.ch/> Accessed on 30 September 2013, 2013.

BALANYA, J.; OLLER, J. M.; HUEY, R. B.; GILCHRIST, G. W.; SERRA, L. Global
genetic change tracks global climate warming in Drosophila subobscura. Science, v.
313, p. 1773-1775, 2006.

BITNER-MATHE, B.C.; KLACZKO, L.B. Heritability, phenotypic and genetic
correlations of size and shape of Drosophila mediopunctata wings. Heredity, v. 83, p.
688-696, 1999a.

BITNER-MATHE, B.C.; KLACZKO, L.B. Size and shape heritability in natural
populations of Drosophila mediopunctata: temporal and microgeographical variation.
Genetica, v. 105, p. 35-42, 1999b.

BITNER-MATHE, B.C.; PEIXOTO, A.A.; KLACZKO, L.B. Morphological variation in a
natural population of Drosophila mediopunctata: altitudinal cline, temporal changes

and influence of chromosome inversions. Heredity, v. 75, p. 54-61, 1995.



81

BLACKITH, R.E.; REYMENT, R.A. Multivariate morphometrics. Academic Press,
London. p. 412, 1971.

BOOKSTEIN, F.L. Morphometric Tools for Landmark Data: Geometry and Biology.
Cambridge University Press: Cambridge, 1991.

BREUER, M.E.; PAVAN, C. Genitalia masculina de Drosophila do grupo dreyfusi
(Diptera). Rev. Bras. Biol., v. 14, p. 465-475, 1954.

CALLE, D.A.; QUINONES, M.L.; ERAZO, H.; JARAMILLO, O. Discriminacion por
morfometria geomeétrica de once especies de Anopheles (Nyssorhynchus) presentes
en Colombia. Biomedica, v. 28, p. 371-385, 2008.

CARREIRA, V.P; SOTO, I.M.; FANARA, J.J.; HASSON, E. A study of wing
morphology and Ructuating asymmetry of interspecibc hybrids between Drosophila
buzzatii and D.koepferae. Genetica, v. 133, p. 1-11, 2008.

CASWELL, H. Matrix Population Models: Construction, Analysis and Interpretation.
Sunderland: Sinauer, 2001.

CAVASINI, R.; BUSCHINI, M.L.T.; MACHADO, L.P.B.; MATEUS, R.P. Comparison of
Drosophilidae (Diptera) Assemblages from two Highland Araucaria Forest Fragments,

with and without Environmental Conservation Policies. Braz. J. Biol., in press.

CAVALCANTI, M.J.; LOPES, P.R.D. Morfometria comparada de Ctenosciaena
gracilicirhus, Paralonchurus brasiliensis e Micropogonias fumieri (Teleistei:
Sciaenidae) pela analise multivariada de redes de trelicas. Revista Brasileira de
Zoologia. v.15, n.1, p. 53-64, 1993.

COOK, L. G; EDWARDS, R. D.; CRISP, M. D.; HARDY, N. B. Need morphology
always be required for new species descriptions? Invertebrate Systematics, v. 24,
p. 322-326, 2010.



82

DA MATA, R.A.; MCGEOCH, M.; TIDON, R. Drosophilid assemblages as a
bioindicator system of human disturbance in the Brazilian Savanna. Biod. Cons., v.
17, p. 2899-2916, 2008.

DAVID, J.R.; MORETEAU, B.; GAUTHIER, J.P; PETAVY, G, STOCKEL, A;
IMASHEVA, A.G. Reaction norms of size characters in relation to growth temperature
inDrosophila melanogaster: an isofemale lines analysis. Genet. Sel. Evol., v. 26, p.
229-251, 1994.

DEBAT, V.; BEGIN, M.; LEGOUT, H.; DAVID, J.R. Allometric and non allometric
components of Drosophila wing shape respond differently to developmental
temperature. Evolution, v. 57, p. 2773-2784, 2003.

DEBAT V.; CORNETTE, R.; KOROL, A.B.; NEVO, E.; SOULET, D.; DAVID, J.R.
Multidimensional Analysis of Drosophila wing variation in Evolution Canyon. J.
Genet. v. 87, p. 407—419, 2008.

DEBAT, V.; DEBELLE, A.; DWORKIN, I. Plasticity, canalization, and developmental
stability of the Drosophila wing: joint effects of mutations and developmental
temperature. Evolution, v. 63, p. 2864—-2876, 2009.

DE CELIS, J.F. Pattern formation in theDrosophilawing: the development of the veins.
Bioessays, v. 25, p. 443-451, 2003.

DOBZHANSKI, T.; PAVAN, C. Local and seasonal variations in relative frequencies of
species of Drosophila in Brazil. Journal of Animal Ecology, v. 19, p. 1-14, 1950.

DOGE, J.S.; VALENTE, V.L.S.; HOFMANN, P.R.P. Drosophilids (Diptera) from an
Atlantic Forest Area in Santa Catarina, Southern Brazil. Rev. Bras. Entomol., v. 52,
p. 615-624, 2008.

DONNELLY, M.; TOWNSON, H. Evidence for extensive genetic differentiation
among populations of the malaria vector Anopheles arabiensis in Eastern Africa.
Insect Molecular Biology, v. 9, p. 357-367, 2000.



&3

DOS SANTOS, K.; MACHADO, L.P.B.; MATEUS, R.P. Sampling two species of the
Drosophila guarani group in a fragment of Araucaria Forest: testing different types of
baits, fermentation time, and period of the day. Drosoph. Inf. Serv., v. 93, p.185-188,
2010.

DRYDEN, I.L.; MARDIA, K.V. Statistical shape analysis. John Wiley & Sons,
New York. p. 347, 1998.

DUFOUR, L. Anatomie generale des Dipteres. Annuaire de Science Naturelle, v. 1,
p. 244-264, 1844.

EBERHARD, W.G. Sexual selection and animal genitalia. Harvard Univ. Press:
Cambridge, MA. 1985.

EBERHARD, W.G. Animal genitalia and female choice. Am Sci., v. 78, p.134-
141,1990.

EBERHARD, W.G. Evaluating models of sexual selection: genitalia as a test case.
Am. Nat., v. 142, p. 564-571, 1993.

EBERHARD, W.G. Female control: sexual selection by cryptic female choice.
Princeton University Press, ISBN 0691010846, 1996.

FANARA, J.J.; MENSCH, J.; FOLGUERA, G.; HASSON, E. Developmental time and
thorax length differences between the cactophilic species Drosophila buzzatii and D.

koepferae reared in different natural hosts. Evol. Ecol., v. 18, p. 203-214, 2004.

FALCONER, D.S. Introduction to quantitative genetics. London, Longman, 22 ed., p.
456, 1989.

FERREIRA, L.B.; TIDON, R. Colonizing potential of Drosophilidae (Insecta, Diptera)
in environments with different grades of urbanization. Biod. Cons., v. 14, p. 1809—
1821, 2005.



84

FERSON, S.; ROHLF, F.J.; KOEHN, R.K. Measuring shape variation of two-
dimensional outlines. Syst. Zool., v. 34, p. 59-68, 1985.

FISHER, R.A. The Genetical Theory of Natural Selection. Oxford: Clarendon Press,
1930.

FOOTE, D., CARSON, H.L. Drosophila as monitor of change in hawailian
ecosystems. p. 368-372. In: Our Living Resources: A Report to the Nation on the
Distribution, Abundance, and Health of U.S. Plants, Animals, and Ecosystems.
LaRoe, E.T. (Ed.), Washington, DC, 2004.

FORNEL, R. Estudo da variagdo morfolégica craniana entre quatro blocos
populacionais de Ctenomys lami (Rodentia, Ctenomyidae) através de
morfometria geométrica. Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. 78f, 2005.

FRANCO, F.F.; PRADO, PR.R.; SENE, FM.; COSTA, L.F; MANFRIN, M.H.
Aedeagus morphology as a discriminant marker in two closely related cactophilic
species of Drosophila (Diptera; Drosophilidae) in South America. An. Acad. Bras.
Cienc., v. 78, p. 203-212, 2006.

FRANCO, F.F., SOTO, I.M., SENE, F.M., MANFRIN, M.H. Phenotypic variation of the
aedeagus of Drosophila serido Vilela & Sene (Diptera: Drosophilidae). Neotrop.
Entomol., v. 37, p. 558-563, 2008.

GARNIER, S.; MAGNIEZ-JANNIN, F.; RASPLUS, J.Y.; ALIBERT, P. When
morphometry meets genetics: Inferring the phylogeography of Carabus solieri using
Fourier analyses of pronotum and male genitalia. Journal Evolution Biology, v. 18,
p. 269-80, 2005.

GERLACH, G.; MUSOLF, K. Fragmentation of landscape as a cause for genetic
subdivision in bank voles. Conservation Biology, v. 14, p.1066-1074, 2000.



&5

GILCHRIST, GW.; HUEY, R.B.; BALANYA, J.; PASCUAL, M.; SERRA, L. A time
series of evolution in action: a latitudinal cline in wing size in south american
Drosophila suboscura. Evolution, v. 58, p. 768-780, 2004.

GOTTSCHALK, M.S.; DE TONI, D.C.; VALENTE, V.L.S.; HOFMANN, P.R.P.
Changes in Brazilian Drosophilidae (Diptera) assemblages across an urbanisation
gradient. Neotrop. Entomol., v. 36, p. 848-862, 2007.

GOTTSCHALK, M.S.; HOFMANN, P.R.P.; VALENTE, V.L.S. Diptera, Drosophilidae:
historical occurrence in Brazil. Check List, v. 4, p. 485-518, 2008.

HEY, J. Gene Categories, and species: the evolutionary and cognitive causes of

the species problem. Oxford University Press, USA, 2001.

HOCHMULLER, C.J.; LOPES-DA-SILVA, M.; VALENTE, V.L.S.; SCHMITZ, H.J. The
drosophilid fauna (Diptera, Drosophilidae) of the transition between the Pampa and

Atlantic Forest Biomes in the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil: first
records. Pap. Avulsos Zool., v. 50, p. 285-295, 2010.

HOSKEN, D.J.; STOCKLEY, P. Sexual selection and genital evolution. Trends Ecol
Evol., v. 19, p. 87-93, 2004.

KASTRITSIS, C. D. The chromosomes of some species of the guarani group of
Drosophila. J. Heredity, v. 60, p. 51-57, 1969.

KASTRITSIS, C.D.; PASTEUR, G.; QUICK, J. Relationships of the polytene
chromosomes of Drosophila mediostriata and Drosophila griseolineata. Canad. J.
Genet. Cytol., v. 12, p. 952-959, 1970.

KATOH, T.; NAKAYA, D.; TAMURA, K.; AOTSUKA, T. Phylogeny of the Drosophila
immigrans species group (Diptera: Drosophilidae) based on Adh and Gpdh

sequences. Zoolog Sci., v. 24, p. 913-921, 2007.

KLINGENBERG, C.P. Morphometric integration and modularity in configurations of



86

landmarks: Tools for evaluating a-priori hypotheses. Evol. Dev., v. 11, p. 405-421,
2009.

KOKUDAI, C.B.S.; SENE, F.M.; MANFRIN, M.H. Sympatry and Asymmetric
Introgression between the Cactophilic Species Drosophila serido and Drosophila
antonietae (Diptera: Drosophilidae). Ann. Entomol. Soc. Am., v. 104, p. 434-442,
2011.

KUHL, F.P.; GIARDINA, C.R. Elliptic Fourier features of a closed contour. Comp.
Graph. Imag. Proc., v.18, p. 236-258, 1982.

KULLIKOV, A.M.; MELNIKOV, A.l; GORNOSTAEV, N.G; LAZEBNY, O.E;
MITROFANOQOV, V.G. Morphological analysis of male mating organ in the Drosophila
virilis species group: A multivariate approach. J. Zoolog. Syst. Evol. Res., v. 42, p.
135-144, 2004.

LIU, J.; MERCER, J.M.; STAM, L.F.; GIBSON, G.C.; ZENG, Z.B.; LAURIE, C.C.
Genetic Analysis of a Morphological Shape Difference in the Male Genitalia of

Drosophila simulans and D. mauritiana. Genetics, v. 142, p. 1129-1145, 1996.

LYRA, M.L.; HATADANI, L.M.; DE AZEREDO-ESPIN, A.M.L ; KLACZKO, L.B. Wing
morphometry as a tool for correct identification of primary and secondary New

World screwworm fly. Bulletin of Entomological Research, v. 100, p. 19-26, 2010.

MACKAY, T.F.C. The genetic architecture of quantitative traits: lessons from
Drosophila. Curr. Opin. Genet. Dev., v. 14, p. 253-257, 2004.

MAGGENTI, M.A.B.; MAGGENTI, A.R.; GARDNER, S. Online Dictionary of
Invertebrate Zoology: Complete Work.
[http://digitalcommons.unl.edu/onlinedictinvertzoology/2]. University of Nebraska —
Lincoln, 2005.

MALOGOLOWKIN, C. Sobre a genitalia dos drosoW lideos. IV. A genitalia masculina
no subgénero Drosophila (Diptera, Drosophilidae). Rev. Bras. Biol., v. 13, p. 245—



87

264, 1953.

MATEUS, R.P.; BUSCHINI, M.L.T.; SENE, F.M. The Drosophila community in
xerophytic vegetations of the upper Parana-Paraguay river basin. Braz. J. Biol., v.
66, p.719-729, 2006.

MATEUS, R.P.; MOURA, M.O.; MANFRIN, M.H.; MONTEIRO, S.G.; SENE, F.M.
Contrasting Patterns of Within-Species Morphological Variation in Two Cactophilic
Drosophila Species (Diptera: Drosophilidae). Neotrop. Entomol., v. 42, p. 384-392,
2013.

MAYR, E. Animal Species and Evolution. Harvard University Press, Cambridge,
MA. USA. 1963.

MEDEIROS, H.F.; KLACZKO, L.B. How many species of Drosophila (Diptera,
Drosophilidae) remain to be described in the forests of Sdo Paulo, Brazil? Species

lists of three forest remnants. Biota Neotr., v. 4, p. 1-12, 2004.

MONTEIRO, L. R.; REIS, S.F. Principios de morfometria geométrica. Ribeirao
Preto: Holos, p.198, 1999.

MORAES, D.A. A Morfometria Geométrica e a “Revolugdo na Morfometria”:
localizando mudancgas na forma dos organismos.
http://www.bioletim.hpg.ig.com.br/ll1-3/Artigos/moraes.htm. Acesso: Janeiro de 2011.
2003.

MORAES, E.M.; SENE, F.M. Microsatellite and morphometric variation in Drosophila
gouveai. the relative importance of historical and current factors in shaping the

genetic population structure. J. Zool. Syst. Evol. Res., v. 45, p. 336—-344, 2007.

MORAES, E.M.; MANFRIN, M.H.; LAUS, A.C.; ROSADA, R.S.; BOMFIN, S.C;
SENE, F.M. Wing shape heritability and morphological divergence of the sibling
species Drosophila mercatorum and Drosophila paranaensis. Heredity, v. 92, p.
466473, 2004.



88

MORIN, J.P.; MORETEAU, B.; PETAVY, G.; DAVID, J.R. Divergence of reaction
norms of size characters between tropical and temperate populations of Drosophila
melanogaster. Evol. Biol., v. 12, p. 329-339, 1999.

MOURAO, C.A.; GALLO, AJ.; BICUDO, H.E.M.C. Sobre a Sistematica de
Drosophila no Brasil, com a Descrigao de D. mendeli sp.n. e “Relagdes de Espécies

Brasileiras do Género Drosophila”. Ciéncia e Cultura, v. 17, p. 577-585, 1965.

NAGATA, N.; KUBOTA, K.; YAHIRO, K.; SOTA, T. Mechanical barriers to
introgressive hybridization revealed by mitochondrial introgression patterns in
Ohomopterus ground beetle assemblages. Molecular Ecology, v. 16, n. 22, p. 4822-
4836, 2007.

PARSONS, P.A. Biodiversity conservation under global climatic change: the insect

Drosophila as a biological indicator? Global Ecol. Biogeog., v. 1, p. 77-83, 1991.

PAULSON, D. R. Reproductive isolation in damselflies. Systematic Biology, v. 23,
p.40-49, 1974.

PAVAN, C. Espécies Brasileiras de Drosophila. Il. Boletim da Faculdade de

Filosofia Ciéncias Universidade de Sao Paulo, v. 111, p. 1-37, 1950.

PAVAN, C. Relacbes entre populacdes naturais de Drosophila e o0 meio ambiente.
Boletim da Faculdade de Filosofia Ciéncias Universidade de Sao Paulo, v. 221,
p.1-81, 1959.

PAVAN, C.; da CUNHA, A. B. Espécies Brasileiras de Drosophila. Boletim da
Faculdade de Filosofia Ciéncias Universidade de Sao Paulo, v. 86, p. 3-47, 1947.

PENARIOL, L.V.; MADI-RAVAZZI, L. Edge-interior differences in the species richness
and abundance of drosophilids in a semideciduous forest fragment. SpringerPlus, v.
2, p.114-120, 2013.



&9

PERES, P. R.N.; VALENTIN, J.L.; FERNANDEZ, F. Topicos em tratamentos de

dados bioldgicos. Rio de Janeiro: Universidade Federal do Rio de Janeiro, 1995.

PERLMAN, S.J.; SPICER, GS.; SHOEMAKER, D.D.; JAENIKE, J. Associations
between mycophagous Drosophila and their Howardula nema-tode parasites: a
worldwide phylogenetic shuffle. Mol Ecol., v. 12, p. 237-249, 2003.

POMIANKOWSKI, A.; MOLLER, A.P. A resolution of the lek paradox. Proc. R. Soc.
Lond, B, Biol Sci., v. 260, p. 21-29, 1995.

POWELL, J.R. Progress and prospects in evolutionary biology: the Drosophila model.
Oxford University Press, New York. 1997.

PRADO, P.R.P,; FRANCO, F.F.; MANFRIN, M.H.; COSTA, L.F.; SENE, F.M. An easy
and fast way to analyze morphometric characters. Proc Third Braz Symp Mathem
Comp Biol, v. 1, p. 329-340, 2004.

PRIMACK, R.B.; RODRIGUES, E. Biologia da Conservagao. Londrina, Ed. Planta,
327p., 2001.

REMSEN, J., O'GRADY, P.O. Phylogeny of Drosophilinae (Diptera: Drosopilidae)
with comments on combined analysis and character support. Mol Phylogenet Evol.,
V. 24, p. 249-264, 2002.

RICHARDS, O.W. Subgeneric divisions of the genus Bombus Latreille
(Hymenoptera: Apidae). Bulletin of the British Museum (Natural History),
Entomology, v. 22, p. 210-276, 1968

RICHMOND, M.P.; JOHNSON, S.; MARKOW, T.A. Evolution of reproductive
morphology among recently diverged taxa in the Drosophila mojavensis species
cluster. Ecol. Evol., v. 2, p. 397-408, 2012.

RICHTSMEIER, J.T.; ZUMWALT, A.; CARLSON, E.J.; EPSTEIN, C.J.; REEVES, R.H.

Craniofacial Phenotypes in Segmentally Trisomic Mouse Models for Down



90

Syndrome. Am. J. Med. Gen., v. 9999, p.1-9, 2002.

ROBE, L.J.; VALENTE, V.L.S.; BUDNIK, M.; LORETO, E.L.S. Molecular phylogeny of
the subgenus Drosophila (Diptera,Drosophilidae) with an emphasis on Neotropical
species and groups: a nuclear versus mitochondrial gene approach. Molecular
Phylogenetics and Evolution, v. 36, p. 623-640, 2005.

ROBE, L. J.; LORETO, E. L. S.; VALENTE, V. L. S. Radiation of the “Drosophila”
subgenus (Drosophilidae, Diptera) in the Neotropics.. J. Zool. Syst. Evol. Res., v.
48, p. 310-321, 2010a.

ROBE, L. J.; VALENTE, V. L. S.; LORETO, E. L. S. Phylogenetic relationships and
macro-evolutionary patterns within the Drosophila tripunctata “radiation” (Diptera:
Drosophilidae). Genetica, v. 138, p. 725-735, 2010b.

ROHLF, F.J. Fitting curves to outlines. Proceedings of the Michigan
morphometrics workshop. p.167-177, 1990.

ROHLF, F. J. Morphometric spaces, shape components and the effects of linear
transformations. In: Advances in morphometrics. MARCUS, L. E. et al. (Eds.),
Plenum: New York, v.284 p. 117-129, 1996.

SENE, F. M.; VAL, F. C,; VILELA, C. R.; PEREIRA, M. A. Q. R. Preliminary data on
the geographical distribution of Drosophila species within morphoclimatic domains of
Brazil. Papéis Avulsos do Departamento de Zoologia da Secretaria da
Agricultura, v. 33, p. 315-326, 1980.

SHAPIRO, A.M.; PORTER, A.H. The lock-and-key hypothesis: evolutionary and
biosystematic interpretation of insect genitalia. Annu Rev Entomol. v. 34, p. 231-
245, 1989.

SILVA, A.F.G.; SENE, F.M. Morphological geographic variability in Drosophila serido
(Diptera, Drosophilidae). Rev. Bras. Entomol., v. 35, p. 455-468, 1991.



91

SISODIA, S.; SINGH, B.N. Mating success and morphometric traits in Drosophila
ananassae. Curr. Sci., v. 80, p.1444-1447, 2001.

SLICE, D. BOOKSTEIN, F., MARCUS, L.;F. J. ROHLF. A Glossary for Geometric
morphometrics.  <http:/life.bio.sunysb.edu/morph/glossary/gloss1.html.  Ultimo

acesso em janeiro de 2011.

SOTA, T.; KUBOTA, K. Genital lock-and-key as a selective agent against
hybridization. Evolution, v. 52, p. 1507-1513, 1998.

SOTO, |.M.; CARREIRA, V.P; FANARA, J.J.; HASSON, E. Evolution of male
genitalia: Environmental and genetic factors affect genital morphology in two
Drosophila sibling species and their hybrids. BMC Evol. Biol., v. 7, p. 77, 2007.

SOTO, I.M.; HASSON, E.; MANFRIN, M.H. Wing morphology is related to host plants
in cactophilic Drosophila gouveai and D. antonietae (Diptera, Drosophilidae). Biol. J.
Linn. Soc. Lond., v. 95, p. 655-665, 2008a.

SOTO, I. M.; MANFRIN, M.H.; HASSON, E. Host-dependent phenotypic plasticity of
male genital morphology in cactophilic Drosophila. J. Zool. Syst. Evol. Res., v. 46, p.
368-373, 2008b.

SOTO, I.M.; CARREIRA, V. P.; CORIO, C.; SOTO, E. M.; HASSON, E. Host use and
developmental instability in the cactophilic sibling species Drosophila gouveai and D.
antonietae. Entomol. Exp. Appl., v. 137, p. 165-175, 2010.

SOTO, I.M.; CARREIRA, V.P.; SOTO, E.M.; MARQUEZ, F.; LIPKO, P.; HASSON, E.
Rapid Divergent Evolution of Male Genitalia Among Populations of Drosophila

buzzatii. Evol. Biol., v. 40, p. 395-407, 2013.

THROCKMORTON, L.H. The phylogeny, ecology and geography of Drosophila. In:
King, R.C. (Ed.), Handbook of Genetics. Plenum, New York, p.421-469, 1975.

TIDON, R. Relationships between drosophilids (Diptera, Drosophilidae) and the



92

environment in two contrasting tropical vegetations. Biol. J. Linn. Soc. Lond., v. 87,
p. 233-247, 2006.

TIDON-SKLORZ, R.; SENE, F. M. Vertical and temporal distribuition of Drosophila
(Diptera, Drosophilidae) species in a wooded area in the state of S&o Paulo,
Brazil. Rev. Bras. Biol., v. 52, p. 311-317,1992.

TIDON-SKLORZ, R.; SENE, F.M. Drosophila. In: C.R.F. Brandao; E.M. Cancello
(eds.). Invertebrados terrestres. Biodiversidade do Estado de Sao Paulo. Sintese do
Conhecimento ao Final do Século XX, FAPESP, Sao Paulo, p. 247-261, 1999.

TIEDEMANN, R.; HARDY, O.; VEKEMANS, X.; MILINKOVITCH, M. C. Higher impact
of female than male migration on population structure in large mammals. Molecular
Ecology, v. 9, p.1159-1163, 2000.

TORRES, F.R.; MADI-RAVAZZI, L. Seasonal variation in natural populations of
Drosophila spp (Diptera) in two woodlond in the state of Sdo Paulo, Brazil .
lheringia, Sér. Zool., v. 96, p. 437 - 444, 2006.

VAL, F.C.; MARQUES, M.D.; VILELA, C.R. Drosophilidae of Neotropical region. In:
Ashburner, M., Carson, H.L., Thompson, J.N. (Eds.), The Genetics and Biology of
Drosophila. Academic Press, Orlando, p. 123-168, 1981.

VILELA, C.R. A revision of the Drosophila repleta species group (Diptera,
Drosophilidae) Rev Bras Ent., v. 27, p. 1-114, 1983.

VILELA, C.R.; PEREIRA, M.A.Q.R.; SENE, F.M. Preliminary data on the
geographical distribution of Drosophila species within morphoclimatic domains of

Brazil. Il. The repleta group. Ciéncia e Cultura, v. 35, p. 66-70, 1983.

WEBER, K.E. Selection on wing allometry in Drosophila melanogaster. Genetics, v.
126, p. 975-989, 1990.

WHEELER, M.R. The Drosophilidae: a taxonomic overview. In: Ashburner, M.,



93

Carson, H.L., Thompson, J.N. (Eds.), The Genetics and Biology of Drosophila.
Academic Press, Orlando, p.1-97, 1982.

YOTOKO, K.S.C.; MEDEIROS, H.F.; SOLFERINI, V.N.; KLACZKO, L.B. A molecular
study of the Systematics of the Drosophila tripunctata group and the ftripunctata
radiation. Mol. Phylogenet. Evol., v. 28, p. 614-619, 2003.



