Ester Silva Chang

Padrdes morfologicos das asas em espécies de
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) associadas
a diferentes estratégias de utilizacao de

recursos alimentares

Morphological patterns of the wings of
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) species

associated with different foraging strategies

Sao Paulo
2020



Ester Silva Chang

Padrbes morfologicos das asas em espécies de
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) associadas
a diferentes estratégias de utilizacao de

recursos alimentares

Morphological patterns of the wings of
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) species

associated with different foraging strategies

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias da Universidade de
Séo Paulo, para a obtencéo de Titulo
de Mestre em Ciéncias, na Area de
Genetica e Biologia Evolutiva.

Orientador(a): Prof.? Dr.2 Denise

Selivon Scheepmaker

Séao Paulo
2020



Chang, Ester Silva
Padrdes morfoldgicos das asas em
espécies de  Anastrepha  (Diptera:
Tephritidae) associadas a  diferentes
estratégias de utilizacdo de recursos
alimentares.
NUmero de paginas: 69

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
Departamento de Genética e Biologia
Evolutiva.

1. Moscas-das-frutas 2. Morfometria
geométrica 3. Asas |. Universidade de Séo

Paulo. Instituto de Biociéncias.
Departamento de Genética e Biologia
Evolutiva.

Comisséo Julgadora:

Prof (a). Dr (a). Prof (a). Dr (a).

Prof (a). Dr (a). Prof.2 Dr.2 Denise Selivon Scheepmaker

Orientadora



A minha familia



“Science, for me, gives a partial explanation
for life. In so far as it goes, it is based on fact,
experience and expetiment”

Rosalind Franklin



Agradecimentos

A Prof?Dr2, Denise Selivon Scheepmaker, por ter me acolhido em
seu laboratdrio desde a época de graduacéo, por sua amizade e orientacéo.

Ao Prof Dr. André Luiz P. Perondini, pela amizade, pelos
ensinamentos, orientacdo e suas historias fantasticas.

A D?Elzy e ao técnico Lopes pela companhia e auxilio com a
criacdo das moscas-das-frutas.

Aos motoristas Amaral e Valdir, por nos guiarem em seguranca nas
viagens de coleta.

Ao Ighor e a Paula, pela amizade e 0s seus ensinamentos.

Ao Pietro, por todos esses anos de amizade, pelo incentivo,
ensinamentos e discussdes relacionadas ndo so ao projeto, mas também
sobre a vida.

Ao Fernando, pela amizade, ensinamento e conversas sobre super-
herdis.

Ao Marcio, pela amizade, conversas e risadas na microscopia com
a Shirley.

Ao Cristiano, pela amizade e pelas inimeras histoérias.

A todos os colegas do laboratério por tornarem o ambiente de
trabalho um local descontraido e agradavel.

A Larissa, Camila e Carol, pelas conversas e risadas.

A secretaria Helenice, por toda a sua ajuda.

A Rose e a Elaine, pelas conversas.

Ao0s meus pais, Jodo e Silvia, por tudo que eles fizeram e fazem por
mim, pois sem eles eu nédo seria nada.

Ao meu irmdo Mateus, que apesar da distancia sempre se faz

presente.



Ao meu namorado Marcelo, por todo companheirismo nessa
jornada, pela compreensdo das minhas auséncias, por sempre me

incentivar e por ser essa pessoa tdo maravilhosa.



Apoio financeiro, bolsa institucional de mestrado
— Capes (1672551) e CNPq (133315/2017-7) e
financiamento da FAPESP projeto 2016/00782-7.



Indice

R 114 oo [T To ISR 10
B O o] =] €Yo SR 16
1. MateriaisS € MetodOS ........ccoovviiiiiiieieiee e 17
[11.1  Obtencao dos eXemplares..........cccoccvevvevieiieiie e, 17
[11.2  Preparacao das @SaS........cccceiuriivieiieerieeseeseeseesieesieesaee e 18
111.3  Morfometria geomMELriCa.........cccoveververe e eee e 19
IV, RESUITATOS .....ooviieieiiie e e 23
IV.1 Analise comparativa entre as eSPecCi€s .........cceverververreervenn 23
IV.2 Analise comparativa entre conjuntos de especialistas e
GENEIALISTAS.......eeiiiieie e e 26
IV.3 Analise comparativa na forma da asa entre fémeas e
MACINOS ... it 29
IV.4  Analise comparativa na forma da asa entre conjuntos de
especialistas e generalistas..........cccoovveeiieiee s 37
IV.5 Analise do complexo fraterculus ..........cocovvevieiieeiecieecinnnn, 42
V. DISCUSSBO ....eevviveenieitie sttt sttt st e st sreebe s e nteeneenne e 47
VI, CONCIUSOES......cotiiiieiiieie sttt 53
RESUMIO ... 55
ADSIIACT.......ee i e 56
VII. Referéncias Bibliograficas...........cccocovviiiiiiiviciic e, 57

APBNAICES ...t e 65



10

|. Introducao

A familia Tephritidae congrega cerca de 4.500 espécies pertencentes
a 493 géneros, sendo registradas 817 espécies e 71 géneros na regido
Neotropical (BROWN et al., 2010). A principal caracteristica dessa
familia € o fato das fémeas adultas depositarem seus ovos em tecidos
vegetais vivos, onde ocorre o desenvolvimento larval, sendo a polpa e/ou
as sementes dos frutos hospedeiros utilizados durante esse processo
(BROWN et al., 2010). Quando atingem o 3° instar, as larvas saem dos
frutos caidos no solo e segue-se o estagio de pupa, normalmente abaixo do
solo, de onde emergem os adultos ap6s a metamorfose (CHRISTENSON
& FOOTE, 1960; BATEMAN, 1972). Além da perda direta causada pelas
larvas, os orificios formados ap0s a oviposicdo permitem a entrada de
patdogenos (ZUCCHI, 1977). Consequentemente, os frutos ficam
danificados, levando-os ao apodrecimento precoce (NORA & HICKEL,
2006). Portanto, as espécies que atacam frutos de valor comercial tém
importancia agricola uma vez que causam danos a diversas plantas de
interesse econdmico (BROWN et al., 2010). Prejuizos em torno de 120
milhdes de ddlares ao ano ocorrem no Brasil pela perda de frutos que
sofreram ataques por essas moscas (RIBEIRO, 2015). Por isso, tais insetos
sdo considerados pragas da fruticultura mundial.

As espécies de moscas-das-frutas consideradas pragas da
fruticultura pertencem aos géneros Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis,
Dacus, Rhagoletis e Toxotrypana (WHITE & ELSON-HARRIS, 1992). O
género Anastrepha Schiner 1868, endémico da Regido Neotropical, possui
em torno de 250 espécies, sendo 112 registradas no Brasil (ZUCCHI,

2008). Sao reconhecidos pelo género 22 grupos de espécies, baseados em
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caracteres morfologicos (NORRBOM et al., 2012), embora, como
ponderado por Aluja (1994), idealmente as classificacGes infragenéricas
seriam mais consistentes, se baseadas na combinacdo de critérios
morfoldgicos, citogenéticos, moleculares, ecologicos e etologicos. Do
ponto de vista do interesse econémico, no Brasil sete espécies de
Anastrepha sao consideradas relevantes: Anastrepha fraterculus (Wied.),
A. grandis (Macquart), A. obligua (Macquart), A. pseudoparallela (Loew),
A. sororcula Zucchi, A. striata Schiner e A. zenildae Zucchi (ZUCCHI,
2000). Dentre essas, destaca-se A. fraterculus (sensu lato), também
conhecida como mosca-das-frutas Sulamericana, distribuida desde o sul
dos Estados Unidos da Ameérica até o norte da Argentina e do Chile
(NORRBOM & FOOTE, 1989). Todavia, na realidade, essa espécie
nominal congrega um complexo de espécies cripticas, pois trabalhos
anteriores alegaram que A. fraterculus possui diferencas cromossémicas,
morfoldgicas, genéticas e comportamentais, ao longo de sua vasta
distribuicdo geogréafica (STONE, 1942; BAKER et al., 1944; MENDES,
1958; BUSH, 1962; MORGANTE et al., 1980; SOLFERINI &
MORGANTE, 1987; STECK, 1991; STECK & SHEPPARD, 1993).
Entretanto, como esses estudos haviam sido efetuados isoladamente, ndo
foi possivel reconhecer ou caracterizar diferentes espécies. Entéo, Selivon
(1996) sugeriu realizar anélises de diferentes metodologias de forma
integrada e sé assim foi possivel verificar a ocorréncia de pelo menos trés
espécies no Brasil, a A. sp.1 affinis fraterculus (A. sp.1), a A. sp.2 affinis
fraterculus (A. sp.2) e a A. sp.3 affinis fraterculus (A. sp.3). Também foi
proposta a existéncia de A. sp.4 affinis fraterculus (A. sp.4) a partir de uma
amostra de Guayaquil, Equador. (SELIVON, 1996; SELIVON &
PERONDINI, 1998; SELIVON et al., 1999, 2004, 2005). Posteriormente,
essa abordagem foi adotada pelo Projeto da Agéncia Internacional de

Energia Atdmica (IAEA) e constatou-se que A. fraterculus abriga oito
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morfotipos (HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2015; HENDRICHS et al.
2015; PREZOTTO et al., 2019).

A lista de plantas que as espécies registradas no Brasil de
Anastrepha utilizam como substrato de desenvolvimento larval é extensa
(ZUCCHI, 2008). Entretanto, para cerca de 56% das espécies, Sseus
hospedeiros sdo desconhecidos, uma vez que o levantamento de ocorréncia
de espécies é feito usualmente a partir de amostras coletadas em frascos
caga-moscas, 0 que ndo permite associa-las com seguranca aos respectivos
hospedeiros (ZUCCHI, 2007). A simples listagem de registros de plantas
hospedeiras pode ocultar informacdes relevantes, tal como o fato de que
alguns hospedeiros sdo preferidos a outros (WHITE & ELSON-HARRIS,
1992). E notéavel, também, que a especificidade na exploracdo de certos
recursos alimentares, que possuem compostos secundarios toxicos, como
espécies de Manihot e Passiflora, exija que o inseto explorador, possua um
arsenal enzimaético capaz de lidar com a toxicidade desses compostos,
como é, por exemplo, o caso de A. pickeli, A. montei, A. dissimilis, A.
pseudoparalella e A. amita (MORGANTE et al., 1993). Por outro lado,
existem espécies capazes de utilizar uma ampla gama de hospedeiros,
ainda que possam exibir preferéncia por frutos de uma determinada
familia. Esse € o caso de A. fraterculus e A. obliqua, ambas com uma
extensa lista de hospedeiros, mas atacando preferencialmente frutos da
familia Myrtaceae e Anacardiaceae, respectivamente. Essas duas espécies,
segundo Zucchi (2007) sdo as mais polifagas do género. Categorias
intermediarias também sdo reconhecidas entre os extremos da monofagia
e polifagia. Espécies monofagas também recebem a denominacdo de
especialistas e as espécies polifagas de generalistas (HSIAO, 1985;
ZUCOLOTO, 2000) e essa sera a defini¢do utilizada no presente estudo.

De acordo com caracteristicas ecoldgicas e fisioldgicas,

reconhecem-se dois grandes grupos entre os tefritideos: espécies
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univoltinas, que apresentam diapausa de inverno e ocorrem em regides de
clima temperado e as multivoltinas, que produzem varias geracdes anuais
e ocorrem em regides tropicais (BATEMAN, 1972). Fletcher (1989)
postulou que as espécies generalistas (multivoltinas) estariam relacionadas
a longos periodos de reproducdo, alta taxa de dispersdo e pequena
competitividade entre as larvas, enquanto as especialistas (univoltinas)
seriam o oposto. Esses dois grupos também estdo relacionados a diferentes
comportamentos sexuais. As especies generalistas normalmente estéo
associadas ao sistema de sinalizagdo sexual mais elaborado. Os machos
agrupam-se em arenas (“lek’) nas folhas das plantas hospedeiras ou ndo
hospedeiras e iniciam um ritual sofisticado para atrair as fémeas, as quais
poderdo escolher seus parceiros. Durante esse ritual, ha emissfes de sinais
quimicos (feromdénio), acusticos e visuais, tais como, danca e
movimentacdo das asas. A vibracdo das asas, também emitem sons
espécies-especificos e auxiliam a dispersdo dos feromoénios. Ja as espécies
especialistas estariam relacionadas ao sistema de sinalizagdo sexual mais
simples. Os machos e as fémeas se encontram nos frutos hospedeiros para
acasalar, no qual o macho estabelece territorios disponiveis para
oviposicao e quando as fémeas o adentram, ele salta sobre elas “for¢ando”
a copula (SIVINSKI & BURK, 1989; MALAVASI et al., 2000).

Em dada area geografica, com diversas espécies de plantas
hospedeiras, a fémea de um inseto fitdfago generalista tem a possibilidade
de explorar diversos recursos alimentares, enquanto que uma especialista
buscaré apenas um tipo de recurso. Essas diferentes estratégias podem ter
implicagcdes em diferentes demandas de deslocamento dos insetos, na
busca de recursos disponiveis, assim como estariam também relacionadas
a diferencas fisioldgicas, comportamentais e genéticas envolvidas em

processos adaptativos.
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As diferentes respostas adaptativas estdo envolvidas no pressuposto
de que espécies especialistas evoluem a partir de espécies generalistas, as
quais teriam maiores niveis de variabilidade, sendo que as inumeras
adaptacOes necesséarias a especializacdo de um dado recurso alimentar,
tornariam, pouco provaveis, reversdes ao habito generalista, embora isso
possa acontecer em algumas linhagens evolutivas (KIM, 1993;
FUTUYMA & MORENO, 1988). A veracidade desse padrdo para um
determinado grupo de insetos fitéfagos pode ser prospectada através do
conhecimento das relacBes evolutivas entre as espécies (MITTER &
FUTUYMA, 1983; KIM, 1993). Qutras proposicbes sugerem que a
estratégia generalista na exploracdo de recursos poderia ser uma etapa
predecessora de uma fase de diversificacdo de espécies especialistas
(JANZ & NILIN, 2008), embora essa ideia esteja sendo reavaliada
(HARDY, 2017).

As variagdes presentes nos organismos, incluindo as moscas-das-
frutas, se manifestam em diversas caracteristicas bioldgicas. Como as
plantas hospedeiras sdo a Unica fonte de alimento, espera-se que estas
exercam grande influéncia nas caracteristicas desses insetos, desde
diferencas sutis na morfologia, até variacbes fisiologicas e
comportamentais (GOTTHARD & NYLIN, 1995). Nos estudos
morfoldgicos em espécies de Anastrepha, o emprego da morfometria
multivariada, vem sendo amplamente utilizado (ARAUJO et al., 1998;
HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2004, 2012, 2015; SELIVON et al., 2005;
NASCIMENTO, 2005; PREZOTTO et al., 2019). Na abordagem
multivariada linear ao contrario da univariada ou bivariada, um conjunto
de diversas medidas de uma ou mais estruturas sdo analisadas. Cada
medida variando individualmente em um grupo, é considerada como um
conjunto simples de variaveis que descreve a forma de uma amostra de

individuos, tornando possivel contrastar padrfes de variacdo que Sao
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definidos pelas relages totais entre as medidas (PIMENTEL, 1979). Ja a
morfometria geométrica, concentra suas analises nas coordenadas de
marcos anatdmicos presentes na estrutura avaliada (BOOKSTEIN, 1997),
obtidas quando os mesmos sdo localizados em um sistema de eixos
cartesianos, capturando a geometria dos objetos biol6gicos analisados. Ao
conjunto de coordenadas, uma série de formalismos s@o aplicados,
tornando a variabilidade dos grupos comparaveis (MONTEIRO & REIS,
1999). Assim, além de descrever variacOes, esse método permite que
diferencas na forma entre estruturas bioldgicas possam ser visualizadas
através de deformacOes em grades cartesianas, de maneira similar ao
método proposto por Thompson (1917).

Nesse estudo utilizaremos essa abordagem para prospectar a
ocorréncia de variagdes morfologicas nas asas de espécies generalistas e
especialistas de moscas-das-frutas e reconhecer eventuais padrdes
morfoldgicos convergentes entre grupos de espécies com diferentes
estratégias de exploracdo de recursos alimentares. A hipotese € que exista
um padrdo convergente na forma das asas entre espécies especialistas de
grupos taxonomicos nao relacionados, que difere do padrdo encontrado nas
generalistas uma vez que as diferentes estratégias alimentares implicariam

em demandas diferentes de voo.
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Il. Objetivos

Objetivo geral:

Investigar os padrdes morfoldgicos das asas entre espécies de
Anastrepha, com diferentes estratégias de utilizacdo de recursos
alimentares, por meio de analises comparativas entre um conjunto de
amostras de populacdes de espécies generalistas (A. obliqua, A. serpentina,
A. sorocula, A. striata e A. zenildae) e outro de espécies especialistas (A.
amita, A. bistrigata, A. grandis, A. leptozona, A. montei, e A.
pseudoparallela). Além disso, testar em qual conjunto de amostras seriam
alocadas as espécies pertencentes ao complexo A. fraterculus, A. sp.1
affinis fraterculus (A. sp.1), A. sp.2 affinis fraterculus (A. sp.2), A. sp.3
affinis fraterculus (A. sp.3) e A. sp.4 affinis fraterculus (A. sp.4), cujas

listas de hospedeiros séo ainda incipientes.

Objetivos especificos:

1) Descrever os niveis de variancia da forma das asas das diferentes
espécies por meio de morfometria geométrica,;

2) Verificar se existe um padrdo morfologico alar convergente
relacionado:
(2.1) habito alimentar,
(2.2) sexo dos individuos,
(2.3) entre esses 2 fatores combinados;

3) Avaliar em qual conjunto de espécies de acordo com a estratégia de
utilizacdo de recurso alimentar as espécies do complexo estariam

inseridas.
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I1l. Materiais e Métodos

I11.1 Obtencao dos exemplares de Anastrepha

Com a finalidade de realizar comparacdes morfometricas foram
utilizadas cinco espécies generalistas (A. obliqua (obl), A. serpentina (ser),
A. sorocula (sor), A. striata (str) e A. zenildae (zen)) e seis especialistas (A.
amita (ami), A. bistrigata (bis), A. grandis (gra), A. leptozona (lep), A.
montei (mon) e A. pseudoparallela (pse)). Foram consideradas generalistas
as especies que utilizam frutos pertencentes a familias diferentes enquanto
que especialistas foram consideradas aquelas que utilizam frutos
pertencentes a uma sO familia (ALUJA, 1994). Algumas amostras
pertencem a colecdo do Laboratorio de Estudos Evolutivos de Moscas-das-
Frutas (LEEMF-USP), enquanto outras foram coletadas (Tabela I).

Tabela I: Amostras utilizadas nas analises de morfometria geométrica.

Localidade Espécies Fémeas Machos irL?\t/?clngs

Colegédo LEEMF — USP A. amita 20 20 40
Colegédo LEEMF — USP A. bistrigata 20 20 40
Colegédo LEEMF — USP A. grandis 20 20 40
Colegédo LEEMF — USP A. leptozona 20 20 40
Sé&o Carlos (22°0'55"S; 47°53'28") A. montei 20 - 20
Coleg¢édo LEEMF — USP A. obliqua 20 20 40
Colegédo LEEMF — USP A.pseudoparallela 20 20 40
Coleg¢édo LEEMF — USP A. serpentina 20 20 40
Colecdo LEEMF — USP A. sororcula 20 20 40
Instituto Agronomico de Campinas

A.sp.l 20 20 40
(IAC) (23°06'46"S; 46°55'56"W)
Coleg¢édo LEEMF — USP A.sp.2 10 10 20
Colecdo LEEMF — USP A.sp.3 10 10 20
Coleg¢édo LEEMF — USP A.sp.4 10 10 20
Colecdo LEEMF — USP A. striata 20 20 40
Colecdo LEEMF — USP A. zenildae 20 20 40
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Nessas localidades foram coletadas amostras de frutos infestados
com larvas de moscas-das-frutas, que foram dispostos em bandejas ou
baleiros com vermiculita, dependendo do seu tamanho, e levados ao
laboratorio. Apds 2 semanas, periodo que corresponde ao desenvolvimento
larval das espécies de Anastrepha analisadas, a vermiculita foi peneirada
para coleta das pupas e 0 processo repetido nas semanas seguintes ou até
gue ndo surgissem mais pupas. Entéo, estas foram transferidas para gaiolas
de criacdo, com alimento e 4gua ad libidum.

Apds um periodo de 7 a 15 dias, os adultos emergiram e foram
identificados segundo a chave proposta por Zucchi (2000) e separados pelo
sexo. Um certo numero de adultos foi preparado para as analises
morfologicas, enquanto o restante foi utilizado para o estabelecimento da
colbnia fundadora de uma populacdo estoque a ser monitorada no biotério
de moscas-das-frutas do LEEMF.

As espécies A. montei e A. pickeli ocorrem no fruto da mandioca e sua
principal estrutura de identificacdo € o aclleo presente nas fémeas
(ZUCCHI, 2000). Entretanto, devido a similaridade morfoldgica ndo foi
possivel distinguir os machos. Consequentemente, apenas as fémeas de A.

montei foram incluidas nesse estudo.

111.2 Preparacéo das asas

Cada individuo foi introduzido em um microtubo de 1,5 mL, e foi
anestesiado a frio (-20°C por 15 minutos). A seguir foi retirado do
microtubo e lavado com &gua destilada para limpar as impurezas presentes
em sua superficie. Entdo, utilizando pingas, as asas direita e esquerda
foram retiradas e submetidas a uma série gradual de desidratacédo alcodlica,

em etanol a 50%, 70% e 100%, por 20 minutos cada. Apds esse periodo,
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as asas foram imersas em xilol 100% por 2 a 3 minutos, seguindo-se a
preparacdo permanente (PREZOTTO et al.,, 2019). O processo de
montagem das laminas consistiu em colocar as asas sobre uma gota de
resina sintética Entellan® encobrindo-as com uma laminula (20 mm X 20
mm). As preparacdes foram deixadas em posicdo horizontal até a secagem

da resina.

[11.3 Morfometria geométrica

Para as andlises pela morfometria geométrica, as asas foram
fotografadas com camera digital Leica IC A acoplada ao
estereomicroscopio Leica MZ 125, com o aumento de 20X (Figura 1).
Com a finalidade de diminuir o erro na demarcacdo dos marcos
anatémicos, cada imagem foi duplicada.

As analises de morfometria geométrica das asas foram realizadas
com o software TpsULtil verséo 1.38 (ROHLF, 2006), a partir do qual um
arquivo foi gerado para a analise das imagens. Os 18 marcos anatbmicos
homologos foram definidos de acordo com o padréo de venacgéo das asas,
descrito em Hernandez-Ortiz et al. (2015) (Figura 2 e Tabela Il). Em cada
Imagem, os marcos foram mapeados com o software TpsDig versédo 1.40
(ROHLF, 2004), transformando-os em coordenadas cartesianas (x e Yy)
para a analise geométrica. Em sequéncia, através do método de Procrustes,
as conformacdes dos marcos anatdbmicos foram superpostas, eliminando
variagOes causadas pela posicdo e rotacdo das asas, excluindo assim, os
efeitos do tamanho (MONTEIRO & REIS, 1999).



Figura 1: Asa direita de cada espécie utilizada. (A) A. amita, (B) A. bistrigata, (C) A. grandis, (D) A.leptozona, (E) A. montei, (F) A.

pseudoparallela, (G) A. obliqua, (H) A. serpentina, (I) A. sorocula, (J) A. striata, (K) A. zenildae, (L) A. sp.1, (M) A. sp.2, (N) A. sp.3 e (O) A.
sp.4. Barraigual a 1,5 mm.

0¢
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Tabela I1: Descrigcdo dos marco anatémicos definidos de acordo com a intersec¢do das
nervuras das asas (HERNANDEZ-ORTIZ et al.,2015).

Marcos Anatdbmicos

Descricao

© 00 N O OB WN P

e N o =
0 N o U~ WDN RO

Interseccao das nervuras costal e umeral (C e h)

Interseccao da nervura subcostal (Sc) e a borda da as
Interseccao do setor radial 1 (R1) e a borda da asa
Interseccéo do setor radial 2 + 3 (R2 + 3) com a borda da asa
Interseccao do setor radial 4 +5 (R4 +5) com a borda da asa
Interseccao da nervura mediana (M) com a borda da asa
Interseccao da nervura cubital A1 (CuAl) com a borda da asa
Intersec¢ao da nervura anal (A) com a borda da asa
Interseccdo das nervuras R1 e R2 + 3

Interseccao da nervura r-m e o setor radial 4 +5 (r-m e R4 +5)
Interseccdo da nervura M e a base da célula bm

Interseccéo das nervuras M e m-cu

Interseccdo das nervuras mediana e r-m (M e r-m)
Interseccao das nervuras dm-cu e a mediana (dm-cu e M)
Interseccao das nervuras m-cu e CuAl

Interseccao da base da célula bm e 4pice da célula CuAl
Interseccéo das nervuras CuAl e dm-cu

Interseccao da nervura A e 4pice da célula cup

Figura 2: Marcos anatbmicos homdlogos utilizados para as analises de morfometria
geométrica da forma da asa (HERNANDEZ-ORTIZ et al.,2015). Barra igual a

Imm.
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Com a finalidade de detectar variagdo na forma das asas, foi
utilizado a Andlise de Componente Principal (ACP), através do software
Morpho J v. 1.06e (KLINGENBERG, 2011). Ademais, a variancia para
Componente Principal 1 (CP1) e Componente Principal 2 (CP2) foi
estimada por meios de estatistica descritiva para averiguar se havia um
padrédo entre 0s grupos analisados. Para investigar a existéncia em padrdes
relacionados, a estratégia alimentar e/ou ao sexo entre as espécies, foi feita
analise pela Funcdo Discriminante (FD). Adicionalmente, foi utilizado o
recurso de visualizagdo por wireframe, para que fosse possivel identificar
em que regido das asas as variagbes ocorrem. As diferencas em
Componentes Principais entre os grupos analisados foram estimadas pelas
distancias de Mahalanobis. Quando necessaria a comparacéo entre médias
foram aplicados testes paramétricos ou nao-paramétricos, utilizando o
software Statistica 10 (STATSOFT INC., 2011).
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IVV. Resultados

IV.1 Analise comparativa entre as espécies

Considerando o conjunto total das variaveis morfologicas das 11
espécies analisadas nota-se que o Componente Principal 1 (CP1) e o
Componente Principal 2 (CP2) representam a maior fracdo de variancia,
somando juntos mais de 50% e por isso nas analises subsequentes foram

esses 0s componentes utilizados (Figura 3).

% Variancia

10 30

C ompoﬂentes Princfpais
Figura 3: Distribuicdo das Componentes Principais em relacdo a sua porcentagem de

variagdo, para as onze espécies analisadas.

A seguir foram testadas as medias dos valores de CP1 e CP2 e a
média da variancia dos mesmos foram obtidas para cada uma das espécies
a fim de apurar se havia algum padrdo segundo os comportamentos
alimentares. Ent&o, foram feitos testes de comparacgéo das variancias entre
espécies generalistas e especialistas para CP1 e CP2 (Figura 4). O teste de
Levene indicou que a variancia das amostras ndo sdo homogéneas para
CP1 (Fo, 400= 2,977622; p= 0,011803) e para CP2 (F 10, 400)= 2,977622; p=

0,001236). Entéo, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi estimado
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indicando que para o CP1 ndo ha diferenca entre a variancia dos dois
conjuntos (p= 0,714379), enquanto que para o CP2 a diferenca foi
significante (p= 0,008114), estabelecendo um padréo entre a variancia das
asas e 0 seu habito alimentar, no qual as generalistas seriam mais variaveis

que as especialistas.
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Figura 4: Variancia da (A) CP1 e (B) CP2 das espécies
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Entdo, foi feita a Analise de Componente Principal (ACP) das
espécies utilizadas nesse trabalho (Figura 5). A Analise de Componente
Principal (ACP) demonstrou que as especies A. sororcula, A. obliqua e A.
grandis apresentaram maior variagdo no CP1, enquanto que A. serpentina
e A. zenildae possuem maior variacdo no CP2. As espécies generalistas e

especialistas exibiram maior dispersdo no eixo da CP1 que no da PC2.

0,059

e ami

o
=]
=)

ser
00
str

®7EN

Componente Principal 2

-0,05 T T T T T 1
-0,09 -0,06 -0,03 0,00 0,03 0,06 0,09

Componente Principal 1

Figura 5: Gréfico de contraste entre CP1 e CP2 para as 11 espécies. O intervalo de

confianca das elipses € de 95% da distribuicdo dos valores, para cada espécie.

Adicionalmente, a distancia de Mahalanobis entre as especies foi
calculada, sendo altamente significativa para todos os valores (p < 0,0001).
Ela indicou que A. grandis em relacdo a A. sororcula possui a maior
distancia (d= 16,1696), enquanto A. amita e A. zenildae s&o as mais
proximas (d=5,31) (Tabela I11).
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Tabela I11: Distancia de Mahalanobis entre as espécies, calculada a partir dos

componentes de forma das asas, sendo p < 0,0001 para todos os valores.

Spp. | ami bis gra lep mon obl pse ser sor str zen
ami -
bis 10 -

gra 14.7 14.67 -

lep | 9.75 12.13 14.36 -

mon | 12.3 12.02 1185 114 -

obl | 5.87 7.62 13.11 7.88 10.8 -

pse | 9.66 14.22 13.88 15.3 14.6 109 -

ser | 10.6 10.8 16.54 11.8 12.2 9.7 16.2 -

sor | 6.77 12,64 1482 11.6 14.2 7.67 1357 11.96 -

str 861 795 13.79 9.7 7.43 6.97 10.69 1255 9.61 -

zen | 586 864 1224 964 109 423 9.72 1126 7.63 7.8 -

IV.2 Analise comparativa entre conjuntos de

especialistas e generalistas

A Andlise de Componente Principal foi feita para os diferentes
conjuntos, o qual alocam as espécies utilizadas nesse estudo de acordo com
0 seu habito alimentar, ou seja, entre especialistas e generalistas (Figura
6). Consequentemente, essa analise demonstrou que 0s conjuntos
apresentaram maior variacgdo no CPl1 que no CP2. Entretanto, as
especialistas sdo mais variaveis que as generalistas em ambos 0S €ixos.
Além disso, a distancia de Mahalanobis (d= 3,5835) é altamente

significativa entre os conjuntos, p< 0,0001.
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0,057

Componente Principal 2
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-0,09 -0,06 -0,03 0,00 0,03 0,06 0,09

Componente Principal 1
Figura 6: Grafico de contraste entre CP1 e CP2 para individuos generalistas (cinza

escuro) e especialistas (cinza claro). O intervalo de confianca das elipses é de 95% da
distribuicéo dos valores, para cada conjunto.

A seguir, os dados sobre os 2 conjuntos das espécies generalistas e
especialistas foram analisados pela Funcéo Discriminante (Figura 7). Os
dados mostraram a existéncia de dois conjuntos distintos segundo a
exploracgdo de recurso alimentar, sugerindo que a forma da asa ¢ diferente
para cada habito, p< 0,0001.

Frequéncia de individuos

-20 -10 0 10 20

e-g
Figura 7: Distribuicdo de frequéncia de individuos especialistas (cinza claro) e

generalistas (cinza escuro) de acordo com a Funcdo Discriminante.
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A distribuicdo dos valores do CP1 e do CP2 das especialistas e das
generalistas estdo no Apéndice A. A seguir foram testadas as médias dos

valores de CP1 e CP2 e os resultados estdo mostrados na Figura 8A,B.
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Figura 8: Valores médios e desvios do (A) CP1 e do (2) CP2 dos conjuntos em relacao

as especialistas (e) e generalistas (g).

A analise revelou pelo teste de Levene que as variancia de CP1 e
CP2 ndo eram homogéneas (F, 41= 30,03903; p= 0,0000). Assim, foi
aplicado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (p< 0,0001). A analise
do CP1 mostrou que os dois conjuntos apresentam diferencas estatisticas
significantes (Hy, n= 4200 = 138,52222, p =0,0000). Ja a analise do CP2
mostrou ndo haver diferenca significativa entre os dois conjuntos (H,
N=420) = 1,365777, p=0,2425).

Entéo, a partir da analise discriminante desses dados, a forma da asa
foi observada pela comparacédo do recurso de visualizagdo do wireframe
para cada conjunto (Figura 9), mostrando que existem diferencas nas asas
entre espécies generalistas e especialistas.
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Figura 9: Diagrama (wireframe) mostrando a forma da asa entre especies generalistas

(cinza escuro) e especialistas (cinza claro).

IVV.3 Analise comparativa na forma da asa entre fémeas

e machos

Como dito em Material e Métodos, apenas A. montei nao foi
utilizada para essa analise. Entdo, considerando o conjunto total das
variaveis morfoldgicas das fémeas e dos machos para cada espécie
analisada observa-se que as CP1 e a CP2 representam a maior fragao de
variancia, somando juntas mais de 50% (Figura 10), portanto nas analises

subsequentes apenas elas foram utilizadas.

8 3
8 3

8

o

% Variancia

% Variancia

10 10

d 5 10 15 20 25 30 g 5 10 15 20 25 30
Componentes Principais Componentes Principais

Figura 10: Distribuicdo das Componentes Principais em relacdo a sua porcentagem de

variacdo, sendo (A) fémeas e (B) machos, para as dez espeécies utilizadas.
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Em seguida, a Analise de Componente Principal (ACP) foi feita para
machos e fémeas de cada espécie estudada (Figura 11). Essa analise

sugeriu que fémeas e machos variaram mais no eixo da CP1.
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Figura 11: Grafico de contraste entre CP1 e CP2 de acordo com o sexo. (A) Fémeas e
(B) machos. O intervalo de confianca das elipses € de 95% da distribuicdo dos valores,
para cada espécie.
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Além disso, a distancia de Mahalanobis foi estimada entre as

espécies para cada sexo (Tabela 1V), tendo mostrado diferencas altamente

significativas entre elas (p< 0,0001). A Tabela IV mostra que as fémeas

de A. obliqua e A. serpentina sdo as mais distantes (d= 48.8), enquanto as

fémeas de A. obliqua e A. zenildae sdo as mais préximas (d=10,3). Ja para

0s machos, as espécies mais distantes sdo A.

leptozona e A.

pseudoparalella (d=11,7) e as mais proximas sdo A. obliqua e A. zenildae

(d= 6,4595).

Tabela IV: Distancia de Mahalanobis entre as asas das fémeas calculadas a partir dos

componentes de forma das asas, sendo p < 0,0001 para todos os valores.

Spp. | ami bis gra lep obl pse ser sor str zen
ami -
bis 36.3 -
v 8gra | 23.4 450 -
® lep | 232 337 486 -
(QE) obl 13.0 342 384 16.5 -
L pse | 31.9 370 317 430 227 -
ser 347 321 434 291 212 322 -
sor 126 279 280 30.1 155 446 489 -
str 18.7 222 21.0 252 189 223 390 39.2 -
zen 215 236 326 209 103 27.1 268 323 17.64 -
ami -
bis 22.7 -
gra | 389 484 -
S lep | 259 361 364 @ -
S obl | 117 255 260 314 -
g pse 28.0 485 48,0 68.1 295 -
ser 27.6 304 335 215 272 36.1 -
sor 17.0 535 369 883 206 404 50.6 -
str 259 221 328 254 183 222 275 3938 -
zen 144 2891 296 331 218 26.2 275 203 26.35 -

Além disso, os dados sobre o conjunto de fémeas e machos para cada

espécie foram analisados pela Funcdo Discriminante, revelando a

existéncia de dois grupos, p< 0,0001 para todas as espécies (Figura12).



32

Freq
i
P
. . Frequéncia

f--m

Freq)
-~
Frequéncia
=)
g~ ! . X i

Frequéncia
Frequéncia

Frequéncia
Frequéncia

Frequéncia

Frequéncia

Figura 12: Distribuicdo de frequéncia entre fémeas (cinza claro) e machos (cinza
escuro) de acordo com a forma da asa para cada espécie individualmente. (A) A. amita,
(B) A. bistrigata, (C) A. grandis, (D) A. leptozona, (E) A. obliqua, (F) A.
pseudoparallela, (G) A. serpentina, (H) A. sororcula, (I) A. striata e (J) A. zenildae.

A partir disso, a forma alar entre machos e fémeas para cada espécie
foi estimada pela comparacdo do recurso de visualizacdo do wireframe,

mostrando haver diferenga entre os sexos (Figura 13).
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Figura 13: Diagrama (wireframe) mostrando a forma da asa entre machos (linha preta)
e fémeas (linha cinzal), sendo (A) A. amita, (B) A. bistrigata, (C) A. grandis, (D) A.
leptozona, (E) A. obliqua, (F) A. pseudoparallela, (G) A. serpentina, (H) A. sororcula,
() A. striata e (J) A. zenildae.
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Agora as espécies foram agrupadas em 2 conjuntos para cada sexo
segundo seu habito alimentar generalista e especialista. Em seguida, a
Analise de Componente Principal (ACP) foi feita e indicou que as fémeas
e 0s machos especialistas variam mais que os generalistas, havendo maior
distribuicdo de individuos no eixo do CP1 (Figura 14). A distancia de
Mahalanobis foi altamente significativa (p< 0,0001), para fémeas (d=
3,8495) e machos (d=4,1631).
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Figura 14: Grafico de contraste entre CP1 e CP2 para (A) fémeas e (B) machos,
separado pelo habito. O intervalo de confianca das elipses é de 95% da distribuicdo dos

valores, para cada sexo.
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A seguir, os dados sobre fémeas e machos de diferentes habitos
foram analisados pela Fun¢do Discriminante (FD) (Figura 15). Os dados
mostram claramente a existéncia de dois conjuntos para ambos 0S Sexos

(p< 0,0001), sugerindo que a forma da asa difere para cada habito.

Frequéncia de

Frequéncia de

€ - g
Figura 15: Distribuicdo de frequéncia de (A) fémeas e (B) machos de acordo com os

dados da Funcdo Discriminante para especialistas (cinza claro) e generalistas (cinza

escuro).

A distribuicdo dos valores do CP1 para fémeas e machos,
generalistas e especialistas estam no Apéndice B e da CP2 no Apéndice C.
A seguir foram testadas as medias dos valores de CP1 e CP2 e os resultados
estdo mostrados na Figura 16. Em fémeas e machos o CP1 difere entre os
conjuntos especialistas e generalistas, enquanto que para o CP2 as
diferencas ndo sdo significativas como mostrado pelo teste de Mann-

Whitney, sendo significativo para o CP1 (p< 0,0001, para ambos) e ndo
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significativo para fémeas e machos no CP2 (p=0,0580 e p= 1572,
respectivamente).

— 003 oy 0006

= Al = ous A2
B0 =Tl

5] E o 0003

é 0,01 S

B a: 0,001

L 0w @ 0000

= S oot

g 0,01 g 1,002

=} E S 0003

g* 0,02 g* 0,004

=} o 0008

) 003 ) 0,006
o e g “ € g
— 003 o1 0,004

= B.1 = 03| B.2
o, 002 [«

. - - -

5 I o 0002

.8 oo .E

= = 0001

~ ==

8 0.00 8 0,000

5 5 0,001

o 0.0 =]

& E & 0,002

g S 0003

3 3

O om o 0004

Iflébito AIimergltar Habito Alimentar
Figura 16: Valores médios e desvios do CP1 e do CP2 em relacéo a (A) fémeas e (B)

machos separados em generalista (g) e especialista (e).

Entdo, a partir da andlise discriminante, desses dados, a forma da
asa foi observada pela comparacdo do recurso de visualizacdo do
wireframe para cada conjunto (Figura 17), mostrando diferencas nas asas

entre fémeas e machos, generalistas e especialistas.

Figura 17: Diagrama (wireframe) mostrando a forma da asa de (A) fémeas e (B)

machos entre 0s conjuntos generalistas (cinza escuro) e especialistas (cinza claro).
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IV.4 Analise comparativa na forma da asa entre

conjuntos de especialistas e generalistas

Considerando o conjunto total das variaveis morfologicas de
especialistas e generalistas observou-se que a CP1 e a CP2 possuem a
maior frequéncia de variancia, somando juntas mais de 50 %, sendo por

isso utilizadas apenas elas nas analises subsequentes (Figura 18).

% Variancia
% Variancia

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Componentes Principais Componentes Principais

Figura 18: Distribuicdo dos Componentes Principais em relagéo a sua porcentagem de

variacao para (A) especialistas e (B) generalistas.

A Analise de Componente Principal (ACP) para machos e fémeas
espécies especialistas e generalistas estd apresentada na Figura 19. Essa
analise mostrou que a maior variagdo encontra-se no CP1. A disténcia de
Mahalanobis para fémeas e machos de espécies especialistas € de 1,3931
(p< 0,0001) e para generalistas ¢é de 1,4383 (p< 0,0001).



38

A f
0,041
m
N
=
I 'e_‘ 0,021
15}
.8
=
[a W
8 0,001
[=1
by
a
o
(=¥
g
O 0021
o
i ‘ : : . . . * fémeas
: -0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 [ ] machns
Componente Principal 1
B
0,041 T
m
(\l
=
9—1 0,021
Q
a
=
-
Ay
0
E 0,00
)
=]
)
(o
g
8 -0,02
-0,04

-0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04

Componente Principal 1

Figura 19: Grafico de contraste entre CP1 e CP2 para ambos 0s sexos, machos e
fémeas, em cada conjunto, sendo (A) especialista e (B) generalista. O intervalo de

confianca das elipses é de 95% da distribuicdo dos valores, para cada sexo.

Dentro dos hébitos alimentares generalistas e especialistas existem
diferencas quanto a forma alar de machos e fémeas. Além disso, os dados
sobre machos e fémeas de espécies generalistas e especialistas foram
analisados pela Funcéo Discriminante (Figura 20). Os dados mostraram a
existéncia de dois conjuntos distintos para a exploracdo de recurso

alimentar, p< 0,0001, sugerindo que a forma alar € diferente entre os sexos.
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Figura 20: Frequéncia de fémeas (cinza claro) e machos (cinza escuro) para oS
conjuntos, sendo (A) especialistas e (B) generalistas, de acordo com a Funcéo

Discriminante.

A distribuicdo dos valores da CP1 das especialistas e das
generalistas esta no Apéndice D e da CP2 no Apéndice E. As médias e

desvio padréo dos dados encontram-se na Figura 21 para CP1 e CP2,
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Figura 21: Valores médios e desvios do CP1 (Al, B1) e do CP2 (A2, B2) em relacdo
as espécies (A) especialistas e (B) generalistas.

Para a CP1 o teste de Levene mostrou gque as amostras eram
homogéneas para especialistas (Fu 105= 2,311274; p= 0,059163) e
generalistas (F(, 195= 2,024551; p= 0,092498). Ja no caso da CP2 o teste
de Levene demonstrou que as especialistas sdéo homogéneas (F, 195=
3,898337; p= 0,004543) enquanto as generalistas sédo heterogéneas (F s,
195= 1,872565; p= 0,116775). Como os dados apresentam variancias nao
homogéneas a analise foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. Para CP1 e
CP2 os resultados estdo mostrados na Tabela V. O CP1 mostrou diferencas
significativas entre as especies tanto para especialistas (Hu, n= 2000 =
154,1450; p< 0,0001) e generalistas (Hs, n=200) = 162,8513; p< 0,0001). O
teste de comparacBes multiplas para especialistas mostrou diferencas néo
significativas de A. bistrigata com A. amita e A. leptozona e entre A.
leptozona e A.pseudoparallela. Para generalistas, a unica diferenca nao

significativa foi entre A. obliqua e A. zenildae. Para o CP2 os resultados
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mostram diferencas significativas entre as espécies tanto para especialistas

(He, n= 2000 = 152,9014; p< 0,0001) quanto para generalistas (H, n= 200) =

150, 3534; p< 0,0001). O teste de comparacdes multiplas para especialistas

mostrou diferencas ndo significativas de A. bistrigata com A. amita e A.

grandis. Para generalistas, diferencas ndo significativas foram entre A.

sororcula com A. obliqua e A. zenildae.

Tabela V: Valores do teste de comparagdes multiplas para CP1 e CP2, para

especialistas e generalistas. Valores significantes em cinza.

Spp.

ami bis gra

lep

pse

Especialistas

CP1

ami
bis
gra
lep
pse

0.409827

0.133435

0.066866

CpP2

ami
bis
gra
lep
pse

0.694059
1.000000

Spp.

obl ser sor

str

zen

Generalistas

CP1

obl
ser
sor
str
zen

1.000000

CP2

obl
ser
sor
str
zen

0.694059
1.000000

Entdo, a partir da anélise discriminante a forma da asa foi revelada

pela comparacdo do recurso de visualizacdo do wireframe para cada habito

(Figura 22), mostrando que existem diferencas nas asas entre machos e

fémeas.
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Figura 22: Diagrama (wireframe) mostrando a forma da asa entre (A) especialistas e

(B) generalistas para macho (cinza escura) e fémeas (cinza clara).

IV.5 Analise do complexo fraterculus

As espécies do complexo fraterculus, A. sp.1 affinis fraterculus (A.
sp.1), a A. sp.2 affinis fraterculus (A. sp.2), a A. sp.3 affinis fraterculus (A.
sp.3) e a A. sp.4 affinis fraterculus (A. sp.4), aqui analisadas foram
comparadas com as 11 espécies, especialistas e generalistas.

Considerando as variaveis morfolégicas em conjunto, nota-se que o
CP1 e 0 CP2 somam juntos mais de 50 % da fra¢ao dos valores da variancia
e por isso nas analises subsequentes foram utilisados esses componentes
(Figura 23).
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Figura 23: Distribuicdo dos Componentes Principais em relagéo a sua porcentagem de
variagdo para as espécies do complexo fraterculus e as 11 espécies.
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A Analise de Componente Principal (ACP) do conjunto de espécies
incluindo agora as espécies do complexo fraterculus pode ser vista na

Figura 24.
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Figura 24: Gréafico de contraste entre CP1 e CP2 para A. sp.1,A.sp.2,A.sp.3,A.sp.4

e as 11 espécies, de acordo com o habito alimentar, especialistas e generalistas. O
intervalo de confianca das elipses é de 95% da distribuicdo dos valores, para cada

grupo.

Nota-se que as espécies foram alocadas proximas do conjunto de
espécies generalistas. A seguir, para uma comparacao mais detalhada entre
A.sp.l, A sp.2, A sp.3 e A. sp.4, elas foram consideradas isoladamente.
Entdo, considerando apenas as espéecies do complexo fraterculus nota-se
que o CP1 e o CP2 representam a maior fracdo de variancia, somando
juntas mais de 50% e por isso nas analises subsequentes foram essas as

componentes utilizadas (Figura 25).
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Figura 25: Distribuicdo das Componentes Principais em relacdo a sua porcentagem de
variacdo.

A seguir, foi feita a Analise de Componente Principal que

evidenciou maior variagdo no CP1 (Figura 26).
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Figura 26: Gréfico de contraste entre CP1 e CP2 para A. sp.1, A.sp.2, A. sp.3e A. sp.4.
O intervalo de confianca das elipses é de 95% da distribuicdo dos valores, para cada

espécie.
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As distancias de Mahalanobis entre as espécies do complexo
fraterculus foram calculadas mostrando que existem diferencas entre elas,
sendo a maior entre a A. sp4 em relacdo a A. sp1 (d=10.84) e a menor entre
a A.spleaA. sp3(d=7.22), todas as diferencas foram significativas (p<
0,0001) (Tabela VI).

Tabela VI: Distancia de Mahalanobis entre as espécies A. spl, A. sp2, A. sp3 e A. sp4.

Spp. A.sp.l A.sp.2 A.sp.3 A.sp.4
A.sp.l -
A.sp.2 8.148
A.sp.3 7.22 17.03
A.sp.4 10.84 8.97 23.26

A sequir, foi testado se haviam diferencas entre as espécies quanto
aos valores de CP1 e de CP2 isoladamente. As médias e desvio padrdo dos
dados encontram-se na Figura 27.A para a CP1 e na Figura 27.B anélise
desses dados pelo teste Levene para o CP1 (Fg o6= 0,617367; p=
0,605416) e a o CP2 (Fs 96= 0,493753; p= 0,687459) revelou que as
variancias eram homogeneas. Desse modo, foi feita a Analise de Variancia
(ANOVA) tanto para CP1 (F, 96= 141,57; p= 0,0000) quanto para CP2
(F, 96= 7,7583, p=0,00011) mostrando que para o CP1 todas as amostras
diferem significativamente entre si. O teste de Tukey revelou que todas as
amostras para o CP1 possuem diferencas significativas entre todas as
espécies (Tukey= 0,000140). Enquanto que para a CP2 A.sp.1 difere das
demais e ndo existe diferencas significativas entre as demais espécies
(Tabela VII).
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Figura 27: Distribuicdo dos valores de (A) CP1 e de (B) CP2 em relacdo as espécies
A.sp.1(a), A.sp.2 (b), A. sp.3 (c) e A. sp.4 (d).

Tabela VII: Teste Tukey para CP2 entre as espécies A. spl, A. sp2, A. sp3 e A. sp4.

Spp. A.sp.l A.sp.2 A.sp.3 A.sp.4
A.sp.l -
A. sp.2 -
A.sp.3 0.727430 -
A.sp.4 0.992414  0.872632
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V. Discussao

Estudos morfoldgicos, podem muitas vezes revelar processos
adaptativos ocorridos em escala macroevolutiva. Algumas estruturas séo
notoriamente favoraveis a esse tipo de analise, ndo apenas pela funcéo que
exercem na sobrevivéncia do organismo, como também pela facilidade de
analise que propiciam em estudos de natureza diversa, como taxondmicos,
filogeneticos, funcionais, etc. Esse € o caso das asas dos insetos, cuja
morfologia esta diretamente envolvida no desempenho de voo. A acéo da
selecdo natural, atuando sobre o comportamento de voo, possivelmente
resultard em mudancas adaptativas na morfologia das asas. A associacao
entre variacdes morfologicas e comportamentos associados tem sido
investigada, empregando-se estudos de morfologia ecoldgica e funcional,
sobretudo em vertebrados, tornando possivel a associacdo da forma da asa
e desempenho no voo. Ja nos insetos, muita énfase tem sido dada ao
aspecto funcional do voo, mas os estudos que procuram avaliar as pressoes
seletivas atuantes no voo e sua relacdo com a morfologia alar, sdo escassos
(ROY et al., 2019)

As analises morfoldgicas das asas das moscas-das-frutas, realizadas
nesse trabalho procuraram relacionar as formas reveladas pelo método de
morfometria geométrica a possiveis pressdes seletivas. Além disso, 0s
resultados revelaram aspectos contraditorios a alguns fatos descritos na
literatura e reforcaram outros. A presenca de dimorfismo sexual nas
espécies aqui estudadas contradizem a ideia de que as asas de machos e
fémeas nao diferem quanto a esse aspecto, como 0 proposto em estudos
anteriores (SIVINSKI & DODSON, 1992) e reforcam a descricdo de
dimorfismo sexual alar descrito por Selivon et al. (2005) e Nascimento

(2000) em espécies de Anastrepha. Talvez a discrepancia encontrada nos
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diferentes estudos possa ser, ao menos em parte, devida as diferentes
metodologias adotadas nos diferentes estudos, no caso a morfometria
univariada, em contraste com a morfometria multivariada. Essa
possibilidade foi discutida por Strauss e Bookstein (1982) que destacaram
a possibilidade dessas discrepancias ocorrerem quando os diferentes
métodos sdo utilizados, pelo fato de medidas tradicionais (univariadas)
serem insuficientes para descrever as diferencas entre duas formas.

Um provavel fator determinante do dimorfismo alar, a selecdo
sexual, pode ter tido uma influéncia significativa em sua origem e
manutencdo, uma vez que as asas podem ter papel crucial no
comportamento reprodutivo, integrando o conjunto de sinaliza¢des sexuais
(BURK &WEBB, 1988, MANKIN et al., 1996; ALUJA et al., 1999),
embora ndo se possa descartar a influéncia de diferencas nas demandas de
VOO entre 0s sexos, uma vez que, além da busca pelo parceiro sexual, as
fémeas devem também buscar um sitio de oviposicdo gque garanta a
sobrevivéncia da progénie. Dimorfismo sexual também foi encontrado
para as espécies do complexo fraterculus aqui analisadas

A maior similaridade morfologica, estimada pela distancia de
Mahalanobis, das trés espécies do complexo que ocorrem em territorio
brasileiro (A.sp.1, A.sp.2 e A.sp.3) em relacdo a A. sp.4, registrada no
Equador e Peru (Hernandez-Ortiz et al 2015) é compativel com as
diferencas genéticas registradas entre elas, estimadas pelo marcador ITS1.
A. sp.4 teria sua historia evolutiva mais relacionada as espécies andinas do
complexo fraterculus, do que as populacdes brasileiras (PREZOTTO et
al., 2019). A inclusédo das espécies do complexo fraterculus no conjunto
de espécies generalistas € compativel com o conhecimento ainda incipiente
de suas listas de hospedeiros. As espécies, A. sp.1, A. sp.2 e A. sp.3 que
ocorrem no Brasil foram encontradas em frutos pertencentes a familias

diferentes, tais como Psidium guajava (Myrtaceae) e Terminalia cattapa
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(Combretaceae) (SELIVON et al. 2004, 2005; PREZOTTO et al., 2019).
Ja para A. sp.4 o numero de hospedeiros descritos é altamente incipiente,
estando descrita sua presenca apenas em goiabas, em Guayaquil Equador
(SELIVON et al. 2004; HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2015). Entretanto,
como essa espécie foi reconhecida pela comunidade internacional apenas
recentemente (HENDRICHS et al. 2015), é possivel que a lista de frutos
hospedeiros aumente em numero nos proximos anos, configurando-se
como uma espécie generalista, de acordo com o sugerido pela presente
anélise.

O reconhecimento de um padrdo alar para o conjunto de espécies
generalistas, bem como para as especialistas, onde foram incluidas,
espécies pertencentes a grupos taxondmicos infragenéricos distintos
estabelecidos com base em caracteres diagnésticos morfoldgicos
(NORRBOM & KIM, 1988) e sustentados por analises genéticas
(MENGUAL et al., 2017) foi notavel. Assim, no conjunto das espécies
generalistas foram incluidas as espécies A. obliqua, A. serpentina, A.
sororcula, A. striata e A. zenildae, pertencentes aos grupos taxonémicos
fraterculus, serpentina e striata, e no conjunto das especialistas, as
espécies A. amita, A. bistrigata, A. grandis, A. leptozona, A. montei, A.
pseudoparalela pertencentes aos grupos fraterculus, striata, grandis,
serpentina e pseudoparalela. A inclusdo dentro de cada conjunto de
espécies pertencentes a grupos taxonémicos distintos enfraquece a
possibilidade de que a similaridade morfoldgica das asas entre as espécies
de cada conjunto deva-se a proximidade filogenética. Assim, do grupo
fraterculus temos as espécies A. obliqua, A. sororcula, A. zenildae
inseridas no grupo das generalistas, mas também temos A. amita inserida
no conjunto das especialistas; do grupo striata temos A. striata no grupo
das generalistas, mas A. bistrigata nas especialistas; do grupo serpentina

temos A. leptozona inserida no conjunto especialista, mas A. serpentina
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incluida no conjunto generalista. Assim, a similaridade morfoldgica na
forma das asas para o conjunto generalista e especialista, possivelmente €
decorrente de processos adaptativos convergentes (convergéncia
evolutiva) e ndo decorrentes de um legado filogenético.

A morfologia das asas esta diretamente relacionada ao desempenho
de voo. Assim, voos que realizam predominantemente por planagem, sdo
favorecidos por asas estreitas e longas e estdo presentes em espécies que
se deslocam por longas distancias, pois essa estratégia reduz em muito o
custo energético do deslocamento. Por outro lado, asas curtas e largas sao
caracteristicas de voos mais ativos, predominantemente executado pelo
bater das asas, com maior custo energético e estdo presentes em espécies
gue deslocam por curtas distancias. Nesse caso, as asas seriam mais curtas
e largas, favorecendo manobrabilidade e maior eficiéncia em
deslocamento de ar (ROY et. al. 2019).

Essas duas situacbes foram as encontradas para as espécies
especialistas e generalistas aqui estudadas. As espécies A. amita, A.
bistrigata, A. grandis, A leptozona, A. montei e A. pseudoparallela
(especialistas) apresentaram asas mais compridas e estreitas que as das
espécies A. obligua, A. serpentina, A. sororcula, A. striata e A. zenildae
(generalistas). Se considerarmos que esses dois grupos, generalistas e
especialistas, com suas diferentes estratégias de exploracdo de recursos
alimentares, possam ter diferentes demandas de voos, a hipotese que exista
um padrdo morfologico convergente nessa estrutura torna-se plausivel.
Espécies generalistas tendem a se deslocar por menores distancias,
enquanto as espécies especialistas tendem a percorrer maiores distancias
com mais frequéncia, em busca de em recurso especifico (BATEMAN,
1972; CHRISTENSON & FOOTE, 1960). Como as plantas, no caso o
fruto hospedeiro, sdo a unica fonte de alimento para os insetos fitdfagos

espera-se gque essa dependéncia exerca ativamente forte pressdo seletiva na
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modelagem de suas caracteristicas. Assim sendo, imagine-se um cenario
no qual, em uma area geografica definida estejam distribuidas diversas
plantas hospedeiras de espécies distintas. Imagine-se agora que uma
espécie de mosca-das-frutas consiga explorar varios tipos de frutos
presentes nessa area, portanto uma espécie generalista e por outro lado,
imagine-se, outra espécie de mosca-das-frutas capaz de explorar apenas
um tipo de recurso alimentar (especialista). Assim, a mesma area sera
explorada de maneira diferente pelas duas espécies: a primeira a explorara
segundo um padrao de granulacdo fina, pois poderéa utilizar diversos tipos
de recurso, enquanto que a outra o explorard segundo um padrédo de
granulacdo grossa, pois buscara apenas um tipo de recurso (sensu
MACARTHUR, 1972). Dentro desse cenario, torna-se plausivel a ideia de
gue a demanda de voo entre as duas espécies seja diferente: possivelmente
maiores distancias terdo de ser percorridas, com maior frequéncia pelas
especialistas, o que favoreceria o voo do tipo planagem, com menor custo
energético, que aerodinamicamente seria favorecido por asas mais longas
e estreitas (ROY et a.l, 2019).

Outro aspecto que merece destaque é a presenca de maior variancia
nas asas do conjunto generalista. Isso € surpreendente desde que no
comportamento de copula nas espécies desse conjunto, as asas executam
movimentos envolvidos no comportamento de corte, com a emissao de
sons e atracdo das fémeas (SIVINSKI & BURK, 1989), sendo a forma da
asa curta e larga mais eficiente na dispersao de feroménios atrativos para
as fémeas, pois essa forma favorece deslocamentos de ar. Portanto, seria
esperado, que a forma da asa fosse altamente canalizada. Por outro lado, o
conjunto especialista, com menor variancia na forma da asa, parece ter um
maior grau de canalizagdo muito embora seu sistema reprodutivo nao
envolva sinalizacdes elaboradas, como no caso das generalistas, a exce¢do

conhecida de A. grandis, que embora tenha morfologia alar compativel
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com o0 conjunto especialista apresenta corte elaborada (SILVA &
MALAVASI, 1983). Torna-se plausivel entdo, a hipétese de que a forma
da asa responda de forma preponderante as diferentes demandas de voo em
busca de recurso alimentar do que em relacdo ao seu desempenho durante
0 comportamento de corte e copula.

Entretanto, € importante ressaltar que qualquer caracteristica
presente em um organismo ndo é fruto de uma resposta a uma Unica forca
seletiva. Ela é o resultado do balanco de diversas forcas que atuardo
durante sua existéncia (FORSMAN, 2014). Assim, as diferencas na forma
das asas entre o conjunto de espécies generalistas e especialistas devem
resultar de um balanco entre diversas pressoes evolutivas dentre as quais
podem ser destacadas as estratégias de utilizacdo de recurso alimentar e

sistema de acasalamento.
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V1. Conclusoes

. As onze espécies estudadas apresentam diferencas na morfologia
alar permitindo o reconhecimento de grupos distintos pela analise
de morfometria geomeétrica;

. Todas as espécies analisadas apresentam dimorfismo sexual quanto
ao padrdo morfologico das asas;

. Quando agrupadas segundo o habito alimentar, € possivel
reconhecer dois conjuntos morfoldgicos: um no qual estdo incluidas
as espécies generalistas e outro no qual estdo incluidas as espécies
especialistas;

. Estes conjuntos mantém-se coesos independentemente do sexo;

. Possivelmente as espécies do complexo fraterculus A.sp.1, A.sp.2,
A.sp.3 e Assp.4 cuja descricdo da lista de hospedeiros ainda é
incipiente, sdo generalistas pois foram alocadas neste grupo quanto
a morfologia alar;

. Existe congruéncia entre as relacbes reconhecidas para as espécies
do complexo fraterculus estimadas pela morfologia alar, com
aguelas estimadas geneticamente descritas na literatura;

. O conjunto de espécies generalistas apresenta asas largas e curtas,
enguanto o especialista apresenta asas estreitas e compridas;

. As diferentes formas da asa estdo possivelmente relacionadas a
diferentes demandas de voos;

. A maior variancia quanto a forma da asa do conjunto generalista,
em relacdo ao conjunto especialista, sugere que a canalizacdo seja

maior nesse Ultimo;
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10.As estratégias de utilizacdo de recursos alimentares e de sistemas
reprodutivos devem estar incluidas no conjunto de pressdes seletivas

determinantes da forma das asas em espécies de Anastrepha.
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Resumo

A morfologia alar de onze espécies de moscas-de-frutas da familia
Tephritidae, género Anastrepha foi analisada através da técnica de
morfometria multivariada geométrica. Dimorfismo sexual foi encontrado
para todas as espécies e quando agrupadas segundo o habito alimentar,
especialistas ou generalistas, diferentes formas foram encontradas. As
especialistas apresentaram asas mais longas e finas, enquanto que nas
generalistas, as asas sdo curtas e largas, independentemente do sexo. A
similaridade, dentro de cada conjunto é possivelmente decorrente de
estratégias adaptativas convergentes. Quatro espécies do complexo
fraterculus cuja lista de hospedeiros ainda é incipiente foram alocadas no
conjunto das espécies generalistas. As diferentes formas da asa estdo
possivelmente relacionadas as diferentes demandas de voo decorrentes das
distintas estrategias de exploracéo de recurso alimentar. A maior variancia
guanto a forma das asas presente no conjunto generalista, em relacdo ao
especialista, sugere que essa caracteristica esteja mais canalizada neste
ultimo. Conclui-se que as diferentes estratégias de utilizacdo de recursos
alimentares e de diferentes sistemas reprodutivos devem estar envolvidas
no conjunto de pressdes seletivas determinantes da forma das asas das
espeécies de Anastrepha.
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Abstract

The wing shape of eleven species of tephritid fruit flies, genus
Anastrepha, was analyzed applying the geometric multivariate
morphometry technique. Sexual dimorphism was found for all species and
when grouped according to foraging behavior, specialists or generalists,
different wing shapes were found. The specialists presented longer and
thinner wings, while in the generalists, the wings are short and wide,
regardless of sex, possibly due to convergent adaptive strategies. The
similarity within each set is possibly due to convergent adaptive strategies.
Four species of the fraterculus complex whose host list is still incipient
were allocated to the set of generalist species. The different wing shapes
are possibly related to the different flight demands related to distinct
foraging strategies. The greater variance as to the shape of the wing present
in the generalist set, in relation to the specialist, suggests that this
characteristic is more canalized in the latter. The different strategies of
foraging behavior and different reproductive systems must be involved in
the set of selective pressures determining the wings shape of Anastrepha

species.
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APENDICE A - Distribuicio dos valores do Componente Principal 1 e do
Componente Principal 2 para as onze espécies, sendo (A) especialista e (B) generalista.
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APENDICE B — Distribuicio dos valores do Componente Principal 1 para (A.1)
fémeas especialistas, (A.2) fémeas generalistas, (B.1) machos especialistas e (B.2)
machos generalistas.
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APENDICE C - Distribuico dos valores do Componente Principal 2 para (A.1)

fémeas especialistas, (A.2) fémeas generalistas, (B.1) machos especialistas e (B.2),
para as dez espécies.
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APENDICE D - Distribuicio dos valores do Componente Principal 1 para
especialistas (A) A. amita, (B) A. bistrigata, (C) A. grandis, (D) A. leptozona e (E) A.
pseudoparallela e generalistas (F) A. obliqua, (G) A. serpentina, (H) A. sorocula, (I) A.

striata e (J)

A. zenildae.
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APENDICE E - Distribuicio dos valores do Componente Principal 2 para
especialistas (A) A. amita, (B) A. bistrigata, (C) A. grandis, (D) A. leptozona e (E) A.
pseudoparallela e generalistas (F) A. obliqua, (G) A. serpentina, (H) A. sorocula, (1) A.

striata e (J) A. zenilda
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