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Resumo

CENTENO FILHO, Boaventura Lobo. Discriminagao de espécies e suas
populacdes do género Tabanus (Diptera: Tabanidae) através da Morfometria
Geomeétrica, coletados na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, Brasil. 2017.
88f. Dissertacao (Mestrado em Entomologia) - Programa de Pés-Graduagao em
Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Os insetos da familia Tabanidae (Diptera), popularmente chamados de mutucas, em
geral, sdo cosmopolitas. As fémeas se alimentam de sangue e transmitem agentes

de interesse zoossanitarios como vermes filarioides e patégenos como virus,
protozoarios e bactérias para a corrente sanguinea do hospedeiro. Portanto,
possuem importancia como vetores de doengas como antraz, diversas
tripanossomiases, filarioses e outras graves incidéncias parasitarias que atingem
animais silvestres, animais domésticos e também ao homem. Entre os tabanideos, o
género Tabanus possui centenas de espécies, sendo 191 na regidao Neotropical.

Estas espécies geralmente podem ser discriminadas de acordo com chaves
taxondmicas morfoldgicas. No entanto, Tabanus triangulum e Tabanus occidentalis

sdo consideradas cripticas entre si por este método. Por isso, utiliza-se a
morfometria geométrica como uma ferramenta complementar na taxonomia e
determinagcdo correta das espécies. Neste estudo se avaliou dois niveis de
diferenciagoes, interespecificamente e intraespecificamente, com os exemplares de

T. triangulum e T. occidentalis, coletados previamente na Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul, cujas asas foram separadas do térax e fotografadas em
Estereoscépio Optico (Olympus) para configurar e digitalizar marcos anatémicos
(Tipo 1) via cross-veins das asas. Em seguida, métodos como Andlise dos
Componentes Principais (PCA), Analise das Variaveis Candnicas (CVA), Analise
Discriminante (AD) e Andlise da Regressdo e Alometria foram utilizados para
elucidar se ha diferenga interespecifica e ndo ha diferenca intraespecifica quanto a
forma da asa, como esperado. Constatou-se que T. friangulum e T. occidentalis
apresentam forma da asa das asas diferentes entre si. A analise intraespecifica das
localidades R1 (Arroio Pelotas, Arroio Corrientes e Arroio Grande) e R5 (Parque
Nacional da Lagoa do Peixe) de T. triangulum apresentou diferencas significantes
entre si, assim como todas as localidades de T. occidentalis. A morfometria
geométrica é eficiente para discriminar espécies e localidades de Tabanidae, além

de ser uma técnica taxonémica rapida, econémica.

Palavras-Chave: cross-veins; marcos anatdmicos; mutucas; T. occidentalis;
morfometria geométrica.



Abstract

CENTENO FILHO, Boaventura Lobo. Discrimination of species and their
populations of the genus Tabanus (Diptera: Tabanidae) through Geometric
Morphometric, colected in Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, Brazil. 2017.
88f. Dissertation (Master Degree em Entomologia) - Programa de P6s-Graduagao
em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

The insects of the family Tabanidae (Diptera), commonly called horse flies, in
general, are cosmopolitan. The females feed on blood and transmit agents of health
interest worm-like filariform larvae and pathogens such as viruses, protozoa and

bacteria into the bloodstream of the host. Therefore, have importance as vectors of
deseasses such as anthrax, several trypanosomiasis, filariasis and other parasitic

effects affecting wild animal, domestic animals and humans. Among the tabanids, the
genus Tabanus has hundreds of species, being 191 in the Neotropics. These species

can be broken down according to morphological taxonomic keys. However, Tabanus
triangulum and Tabanus occidentalis are considered cryptic by this method.
Therefore, the geometric morphometry can be as a complementary tool in the
taxonomy and correct determination. This study evaluated two levels of
differentations, inter and intraspecifically, with specimens of T. triangulum and T.
occidentalis, previously collected in Coastal Plains of Rio Grande do Sul, whose

wings were separated from the thorax and photographed in stereo-microscope
Olympus to configure and digitize landmarks (Type |) over wing's cross-veins. Next,
methods like Principal Components Analysis (PCA), Canonical Variables Analysis

(CVA), Discriminant Analysis (DA) and Regression nd Allometry Analysis (R&AA)

were used to show that there is interespecific difference and there is no intraespecific
difference, as expected. On one hand, it was found that T. triangulum and T.
occidentalis showed diferent wing's shape between them. On the other hand, the
intraspecific analysis between T. triangulum's populations, R1 (Arroio Pelotas, Arroio
Corrientes and Arroio Grande) and R5 (Parque Nacional da Lagoa do Peixe),
presented significant (p<0,001) diference between each other, as well as all
populations of T. occidentalis. The geometric Morphometry is efficient to discriminate
species and populations of these two Tabanu's species, besides being a fast,
economical and relatively simple taxonomic technique.

Keywords: cross-veins; landmarks; horseflies; T. occidentalis; morphometric
geometric
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1 Introducgao

O estudo taxondmico de espécies do género Tabanus (LINNAEUS, 1758)
possui significativa relevancia para o avango do conhecimento sobre a dispersao
geografica, abundancia estacional e aspectos relativos ao comportamento destes
insetos no ambiente, em especial para identificar particularidades da bioecologia
uteis a tomada de decisdo no manejo das localidades que eventualmente
necessitam das medidas de reducéo populacional.

Os tabanideos podem causar prejuizos econémicos, sendo que se destacam
os relatos de Silva et al. (1999) ao realizarem um estudo no Pantanal Central, Mato
Grosso, Brasil, demonstraram que tabanideos podiam transmitir mecanicamente
Trypanosoma vivax ao atacar bovinos. Estes ataques podem causar redugao de
rendimento comercial, como produgao de leite e/ou de carne (PERICH et al., 1986;
STEELMAN, 1976; HOLLANDER; WRIGHT, 1980). Outros relatos de tabanideos
atacando animais sao encontrados na literatura. Um desses relatos é o ataque de T.
occidentalis em répteis Caiman crocodilus (Linn.) (Alligatoridae) e Eunectes murinus
(Linn.) (Boidae) (FERREIRA et al., 2002), ou Betrequia ocellata (Diptera, Tabanidae,
Rhynomizini) em Caiman crocodilus (HENRIQUES et al., 2000), ou Phorcotabanus
cinereus em Cairina moschata (Linnaeus) (Anseriformes, Anatidae) (LIMEIRA-DE-
OLIVEIRA et al., 2002), ou tabanideos em gado Pyrenees, Franga (BALDACCHINO
et al.,, 2014), e em equinos na Amazoénia Central (GORAYEB; RIBEIRO, 2001).

As técnicas utilizadas em taxonomia, que visam obter a correta classificacao
das espécies dos insetos de interesse académico e socioecondmico, evoluiram com
0s recentes incrementos no conhecimento ocorridos nas outras areas de
conhecimento. Exemplos deste incremento s&o, a biotecnologia (barcoding), a
instrumentacédo eletronica dos laboratorios e métodos estatisticos associados aos

experimentos cientificos mais complexos. Deste modo, observou-se que as
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tradicionais analises morfolégicas, muitas vezes a olho desarmado ou com pouco
auxilio da microscopia, salvo algumas excegdes, foram substituidas por modernas e
eficientes ferramentas de estudo de caracteristicas taxondmicas. Além disto estas
tradicionais analises morfolégicas passaram a contar com elevado grau de consenso
entre os especialistas, pois apresentam satisfatoria preciséo, garantia de repeticao
dos achados e maior rapidez na obtencao de resultados.

Neste sentido, Zelditch et al. (2004) afirmam que a morfometria geométrica foi
apresentada inicialmente por Kendall (1977) e Kendall e Kendall (1980) em estudos
pioneiros para responder as questdes acerca do alinhamento das pedras de
Stonehenge. No entanto, Fornel e Cordeiro-Estrela (2012) citam que somente com a
publicacao de dois artigos (KENDALL, 1984; BOOKSTEIN, 1984) é considerado o
aparecimento da morfometria geométrica ou analise estatistica das formas. A
morfometria geométrica foi amadurecida entre o final dos anos 80 e inicio dos 90 do
século 20 (ROHLF; MARCUS, 1993; MARCUS et al., 1996 apud FORNEL;
CORDEIRO-ESTRELA, 2012) e, mais tarde, Rohlf (1990) incrementou esta técnica
com o desenvolvimento de programas de analise geométrica para computadores
(MONTEIRO; REIS, 1999). A literatura cita inumeros estudos de taxonomia por
morfometria geométrica em insetos e muitos deles foram importantes para
solucionar problemas de classificagao de espécies ou localidades de uma mesma
espécie, de importancia econémica, como Gehatun et al. (2014), que avaliaram a
ocorréncia, através da caracterizagao de trés localidades de Glossina pallidipes na
regido da Etiopia, onde ha um alto indice de infecgao por tripanossomose, tanto em
animais quanto em humanos; Lopes et al. (2013) utilizou morfometria geométrica e
tradicional para identificar espécies de Anastrepha fraterculus através da forma da
ponta do aculeo e da forma da asa; Kitthawee e Dujardin (2009) testou a
classificagao de Diachasmimorpha longicaudata e constatou que na verdade € um
complexo de trés novas espécies cripticas (D. longicaudata A, B e BB); Matias et al.
(2001) ao realizar um estudo na Bolivia, utilizando morfometria geométrica da asa,
identificou espécimes até entdo desconhecido como individuos de Rhodinius
robustus; Kandemir et al. (2011) reavaliaram a taxonomia de subespécies de
abelhas meliferas baseando-se em morfometria geométrica da asa.

A ocorréncia da espécie T. triangularum na Zona Sul do Rio Grande do Sul foi
detectada pela primeira vez por Lutz et al. (1918) em levantamentos realizados no

Estado do Rio Grande do Sul. Leclercq (1965) voltou a constatar a ocorréncia de T.
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triangulum no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul. No ano de 2015, Kriger e

Krolow (2015) relataram ocorréncias no bioma Pampa, em especial nos municipios

de Capado do Ledo, Arroio Grande, Morro Redondo e Pelotas, com relatos de
localidades de T. triangulum. Turcatel et al. (2007) ao fazerem um levantamento das
espéecies de Tabanidae ocorrentes no Estado do Parana, constatou que tanto T.
occidentalis quanto T. triangulum estao presentes; Chainey et al. (1994) relatou a
ocorréncia de T. triangulum e T. occidentalis em Santa Cruz, Bolivia, uma regiao

onde fazendeiros atribuem a diminuicdo na produgdo bovina aos ataques das
mutuca;

As espécies T. ftriangulum e T. occidentalis s&o consideradas
morfolégicamente cripticas entre si. No entanto, ainda existem algumas
caracteristicas que sao distintas entre as mesmas. Lima (2016) refez a descrigao
morfolégica de T. triangulum e T. occidentalis, e baseado neste estudo foi feita uma

tabela (Tabela 1) que mostra as distingdes de certas caracteristicas entre ambas as

especies.

Tabela 1 — Caracteristicas morfolégicas e de coloracado que diferenciam Tabanus
triangulum de Tabanus occidentalis. Continua.

Estruturas Caracteristicas distintas
Cabeca
T. triangulum T. occidentalis

Olhos Duas bandas transversais coloridas Sem padrdo de coloragdo em
vida

Vértice Pruina cinza e pelos pretos Pruina castanha e pelos
castanhos

Tubérculo Pequeno vestigio de ocelo Ocelo ausente

Fronte Pelos amarelos Pelos castanhos

Calo Frontal Curto calo mediano

Subcalo Pruina castanho a amarelo Pruina castanho acizentada

Parafacialia Pelos amarelos Pelos brancos

Gena Castanho escuro e pruina cinza Castanho com pruina cinza

Frontoclipeo

Palpo

Primeiro segmento

Segundo segmento

Teca

Amarelo claro

Pelos pretos na extremidade da
antena

Branco amarelado

Alguns pelos pretos na porgéo
distal

Pelos amarelos na porgao proximal

Alguns pelos pretos e brancos

Pelos amarelos na base do
segmento

Alguns pelos castanhos
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Labela Membranosa

Alguns pelos pretos e brancos

Alguns pelos castanhos

Antena Levemente maior que o palpo Mesmo tamanho do palpo

Flagelo Placa basal castanha Placa basal castanha alaranjada

Estilos Tamanho 2/3 da placa basal Tamanho subigual a placa basal

Toérax

Mesonoto Predominantemente preto Predominantemente  castanho
escuro, quase preto

Escutelo Preto Apice castanho claro

Lobo Notopleural Com pruina cinza

Lobo pos-alar Com pruina cinza e pelos

Pleura

Coxas

Fémur anterior

Tegumento preto e anepisterno com
alguns pelos pretos préximos ao lobo
notopleural

amarelos

Tegumento castanho escuro,
anepisterno com alguns pelos
castanhos proximos ao lobo
notopleural

Tegumento preto

Pelos pretos exceto area ventral com
pruina branca e pelo pretos

Tegumento castanho escuro

Pelos pretos

Fémures mediano Cobertos de pelos castanho claros Coberto de pelos brancos

posterior

Asa Hialina Hialina, exceto célula costal

castanha

Abdbémen

Tergitos Escurecendo a partir do 5° tergitdzscurecendo a partir do 4°
tridangulo preto visivel dos 1° e 28egmento
segmentos

Terminalia

Margem lateral
Tergito X (10)

Cercos

Dutos espermaticos

Com lobos laterais

Margem interna mais larga, com
pequena extensao superior

Arredondados

Com pequenos lobos posteriores

Margem externa comprimida na
borda

Subretangulares, mais longos
que largos, com margem anterior
arredondada

2/3 distais sofrendo pequena
dilatacao

Assim, persiste a necessidade de mais estudos comparativos com outras

técnicas taxondmicas para consolidar o diagndstico de Tabanus occidentalis e T.

triangulum na Zona Sul, assim como as localidades de T. occidentalis do Para e do

Tocantins. Além disso, este estudo visa diagnosticar as espécies com origem em

diferentes regides brasileiras, seguindo a técnica de morfometria geométrica.
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Portanto, o objetivo deste estudo foi trabalhar em dois niveis de
diferenciac¢des os individuos das espécies de T. triangulum e T. occidentalis: a)
Interespecificamente; b) Intraespecificamente;

Espera-se que, a forma da asa seja diferente entre T. friangulum e T.
occidentalis, ou seja, interespecificamente, e que esta mesma forma da asa nao
apresente diferenca entre as localidades de cada espécie, ou seja,

intraespecificamente.



2 Revisao bibliografica

Esta parte visa relatar o Estado da Arte sobre aspectos da bioecologia da
familia Tabanidae, em especial do género Tabanus, bem como o histérico do
surgimento da Morfometria Geométrica e visa fornecer exemplos da utilizacdo desta
técnica para resolver problemas de taxonomia e espécies com importancia

econdmica.

2.1 A bioecologia da familia Tabanidae

Tabanidae (Diptera) € composta por membros popularmente chamados de
Mutucas, os quais s&o distribuidos mundialmente (FAIRCHILD, 1981). Os
tabanideos machos apresentam uma alimentacao baseada na ingestdo de néctar de
flores (ROBERTS, 1967; MAGNARELLI et al., 1979). Ja alguns tabanideos fémeas
na maioria das espécies apresentam um habito alimentar hematéfago, ou seja,
realizam a ingestdo de sangue de animais, pois necessitam de proteina animal que
tem importante papel na regulagdo do mecanismo da maturacdo dos foliculos
embrionarios e do mecanismo da oviposigao (FAIRCHILD, 1981; FOIL; HOGSETTE,
1994). Os tabanideos ao se alimentarem do sangue, acabam transmitindo,
patégenos para a corrente sanguinea deste hospedeiro, sendo assim considerados
importantes vetores de doencas parasitarias, que atingem tanto animais silvestres,
quanto animais domésticos (KRINSKY, 1976), podendo até afetar ao homem. Dentre
0s agentes patogénicos que podem ser transmitidos estdo os vermes filarioides,
virus, protozoarios e bactérias, que sdo causadores de doencas importantes como
antraz, diversas tripanossomiases e filarioses (PECHUMAN; TESKEY, 1981). No
Sudao, tabanideos emergem em grandes numeros durante a estagcdo chuvosa,

causando assim um grande impacto econémico para o pais (MOHAMED-AHMED et
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al., 2007). Ja para o Brasil temos registros de transmissao de Trypanossoma evansi,
T. vivax e o virus da anemia infecciosa equina, sendo as ocorréncias para as regides
Nordeste, Centro-Oeste e Sul (BARROS et al., 2003; BATISTA et al., 2007, 2008).

A oviposicao dos Tabanideos ocorre em ambientes aquaticos ou semi-
aquaticos, onde as larvas, na maioria carnivoras, utilizam como fonte de alimento,
pequenos invertebrados de agua doce. Ja o desenvolvimento da larva dos
tabanideos pode durar um ano, em alguns casos mais de dois anos, enquanto o
desenvolvimento pupal dura somente duas semanas (PECHUMAN; TESKEY, 1981).

Por fim, os individuos adultos de Tabanideos, chegam a atingir no maximo 3 ciclos
gonotoficos, equivalendo a somente dois meses de vida (RAFAEL; CHARLWOOD,
1980).

Tabanideos podem ser coletados utilizando animais domésticos ou silvestres
como iscas, pois além de apresentarem uma o6tima capacidade de voo, possuem um
comportamento bem ativo quando rastreiam algum hospedeiro. No entanto, no
método citado anteriormente existe uma complicacao relacionada a especificidade
dos tabanideos por hospedeiros como isca (FERREIRA et al., 2002; LIMEIRA-DE-
OLIVEIRA et al., 2002; FERREIRA, 2003; FERREIRA; RAFAEL, 2004), e outro
problema relacionado ao fato de que algumas espécies de tabanideos habitam o
dossel de florestas, ndo se direcionando até as iscas (RAFAEL; GORAYEB, 1982;
GORAYEB, 1985, 1999, 2000; HENRIQUES, 2004). Um terceiro problema da
técnica de captura através de iscas € a impossibilidade de serem capturados
machos, justamente pelo fato de se alimentarem de néctar, e ndo de sangue animal.
Neste caso, sao utilizadas com atrativos luminosos, atraindo machos de habitos
diurnos e crepusculares, assim como fémeas diurnas e crepusculares (FROST,
1951; ANTHONY, 1960; PHILIP, 1982; FAIRCHILD, 1986; HENRIQUES; RAFAEL,

1999). Portanto, a integracao entre os dois métodos de captura, tanto isca quanto
com armadilhas, potencializa a eficiéncia na captura de tabanideos, tanto na riqueza

quanto na abundancia.

2.2 Aspectos importantes do género Tabanus
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O género Tabanus é composto por dezenas de espécies, sendo 191 para a
regiao Neotropical. O género Tabanus e as espécies constituintes, podem ser
identificadas de acordo com Coscardn e Papavero (2009a, 2009b);

Membros deste género sao conhecidos também, assim como outros géneros
dentro de Tabanidae, como potenciais vetores de anthrax, tripanossomas e vermes
(FAIRCHILD, 1980). Segundo Coscardén e Papavero (2009b), algumas espécies de
Tabanus, apresentam uma preferéncia por se alimentar em bovinos do que em
humanos, nao sendo tao prejudiciais ao segundo hospedeiro. Portanto, Tabanus é
um género de grande importdncia para a veterinaria, como, por exemplo, em
habitats temperados (WALL; SHEARER, 2001). Nestas mesmas areas temperadas,
tabanideos adultos sao pestes incbmodas aos humanos (MULLENS, 2002). Uma
explicacdo para este comportamento de hematofagia em bovinos e outros
mamiferos ungulados € que, segundo Gillott (2005), os individuos do género
Tabanus tiveram sua evolugado proximamente relacionada com a evolugao destes
mamiferos, fazendo com que se adaptassem a hematofagia nestes hospedeiros.

Quanto a distribuicdo geografica deste género, Saw Bawm et al. (2015),
estudaram a abundancia sazonal, dentre outros dipteros, de tabanideos, na Taw
Area, Myanmar, sendo constatado que os individuos do género Tabanus foram
encontrados em maior quantidade durante o verao. Este resultado foi semelhante ao
trabalho de Chvala et al. (1972) que encontraram maior quantidade de Tabanus no
verao, na Croacia, além de constatarem que a taxa de encontro de Tabanus no
verdo estaria atribuida ao fato de as mutucas terem sido mais ativas durante a luz do
dia. No entanto, Saw Bawm et al. (2015) ndo encontraram uma relagao direta entre
temperatura e a densidade dos Tabanus. Além disso, Saw Bawm et al. (2015), ao
considerararem Tabanus, o numero de individuos deste género, comparativamente
as outras espécies, foi maior na estagao chuvosa do que nas outras. Ainda segundo
Saw Bawm et al. (2015), as temperaturas mensais da estagdo chuvosa foram muito
semelhantes das temperaturas mentais do verao, isto pode estar relacionado ao fato
de que os fatores climaticos desta estacdo chuvosa favoreceriam os Tabanus
aumentando a taxa de sobrevivéncia e de alimentacido dos mesmos.

Scoles et al. (2008), demonstraram que Tabanus fuscicostatus € um eficiente
transmissor mecanico de Anaplasma marginales.

2.3 A técnica da Morfometria Geométrica
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De acordo com o histoérico descrito por Monteiro e Reis (1999), durante muito
tempo, morfometria era um termo utilizado para qualquer estudo que apresentava
uma analise quantitativa da variagao da morfologia dos organismos. Este termo foi
designado a métodos que envolviam a medicdo de distancias de forma entre
espécies, e com os resultados obtidos, construir fenogramas. A partir da aparigao de
diversos métodos novos nesta area nos anos 80, passou a ser necessario 0O
desenvolvimento de embasamentos filosoficos e tedricos, fazendo com que areas
como biologia, estatistica e geometria fossem agrupadas em uma area de pesquisa.
Esses métodos morfométricos séo resultados de tentativas de buscar uma ligagao
entre caracteres geométricos das formas biolégicas e a possibilidade de uma
variagao estatistica. Ainda segundo Bookstein (1991 apud MONTEIRO; REIS, 1999),

a morfometria é definida como “o estudo estatistico da covariancia entre mudancgas
de forma e fatores causais”, destacando que a morfometria estuda as causas das
diferencas de forma entre organismos, sendo ecoldgicas ou filogenéticas. Bookstein
(1989 apud MONTEIRO; REIS, 1999) define a forma como, “todas as propriedades
de uma configuragao de pontos que nao se alterem por efeitos de tamanho, posi¢cao
e orientagcao”.

Segundo Monteiro e Reis (1999), a analise fatorial criada por Charle
Spearman passou a ser mais amplamente utilizada em estudos taxondémicos e
morfométricos a partir da década de 60 (ROHLF; SOKAL, 1962; SOKAL; SNEATH,

1963; GOULD, 1966, 1967).

A escola biométrica de morfometria, que estava iniciando em um contexto de
questdes morfométricas, encontrava-se em um dilema: a dificuldade de incorporar
informacdo sobre a geometria da forma a partir dos dados utilizados em suas
técnicas estatisticas (MONTEIRO; REIS, 1999). Além disso, a analise morfométrica
ainda apresentava outra limitagao, a falta de um método onde existisse uma analise
da forma independente do tamanho. Isto ocorria, pois, todos os dados que eram
utilizados na morfometria multivariada apresentavam informacgdes sobre a forma e
sobre o tamanho (MONTEIRO; REIS, 1999).

Monteiro e Reis (1999) relatam que pesquisadores como, Huxley (1932),
Richards e Kavanagh (1943), Sneath (1967) e Bookstein (1978) tentaram, sem
sucesso, chegar a uma explicacao satisfatéria da variagao da forma através de
criagdes e transformagdes, individuais, de métodos. De acordo com Monteiro e Reis
(1999), os pesquisadores Lohman (1983), Rohlf e Archie (1984) e Rohlf (1986)
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realizaram um estudo de contornos, ao invés da utilizagdo de marcos anatémicos.
No entanto, estes estudos ndo apresentavam uma incorporacio entre a nogao de
homologia e a riqueza de informagao dos marcos anatémicos

A falta de consenso entre os pesquisadores de qual seriam os dados
morfométricos mais apropriados para se obter uma analise morfométrica correta, era
a principal fonte da confusdo na morfometria até a década de 80, segundo Bookstein
(1993 apud MONTEIRO; REIS, 1999).

Finalmente, Monteiro e Reis (1999) relatam que as limitagées apresentadas
pela morfometria geométrica comegaram a serem superadas, simultaneamente, em
diversos centros de pesquisa ao redor do mundo.

Atualmente, quando se necessita realizar um experimento taxonémico, seja
para descobrir novas espécies ou para revisar espécies ja descritas, sempre se
utiliza métodos novos que possam providenciar um ponto de vista diferente,
comprovando ou ndo determinadas hipéteses. Um destes métodos, € a morfometria
geomeétrica.

Um exemplo da morfometria geométrica sendo utilizada para a discriminagao
de espécies, é o de Calle et al. (2008), onde foi concluido que foia possibilidade de
distinguir onze espécies do subgénero Anopheles (Nyssorhyncus) presentes na
Colémbia, usando apenas a informagéao contida na forma da asa. Estes resultados
permitiram que a configuragdo de marcos anatdmicos utilizada neste trabalho,
pudesse ser processada mediante o algoritmo de Procrustes, apoiando de maneira
solida o trabalho taxondmico com as espécies do subgénero Nyssorhyncus.

Outro exemplo da aplicagado da morfometria geométrica na discriminagao de
espécies, € o trabalho de Jaramillo et al. (2015), onde foi constatado ser possivel
realizar uma discriminagdo interespecifica, entre espécies proximamente
relacionadas pertencentes ao subgénero Anopheles (Nyssorhyncus). Assim foi
mostrado que a morfometria geométrica € um método rapido, barato e eficiente para
a identificacao deste subgénero.

Finalmente, Lorenz et al. (2012) apds realizar analises da morfometria
geométrica na asa direita de trés espécies do género Anopheles, An. cruzii, An.
homunculus e An. bellator, comparando interespecificamente os tamanhos dos
centroides, de cada espécie, constataram ser possivel obter uma discriminagao

significante entre elas.
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Agora, quando se necessita estudar a existéncia, ou ndo, de uma
diferenciagcao entre localidades, como por exemplo, de insetos, a morfometria
geométrica pode servir como uma ferramenta para este estudo. Um exemplo desta
aplicacao, € o trabalho de Gaspe et al. (2012), onde foi constatado a evidéncia de
uma correlacdo positiva entre os valores da distancia de Mahalanobise a
distribuicdo geografica de diferentes localidades de Triatoma infestans. localidades
separadas por mais de 4 quildbmetros de distancia, apresentaram um valor da
distancia de Mahalanobis significativamente diferente entre elas, ao passo que as
localidades separadas por menos de 4 quildbmetros de distancia, apresentaram
distdncias de Mahalanobis similares. Ainda segundo Gaspe et al2012), foi
constatado que localidades de machos de T. infestans habitantes de domicilios,
apresentaram tamanhos corporais e alares menores do que os machos habitantes
das regides peridomicilares, sendo tanto lugares fechados ou ao ar livre.

Outro exemplo da aplicagdo da morfometria geométrica para diferenciagao
entre localidades ¢é o trabalho de Schachter-Broide et al. (2009), onde primeiramente
foi feita a comparagao do tamanho do centroide da asa direita, entre individuos de
Triatoma infestans habitantes de domicilios e/ou armazéns e habitantes das regides
de peridomicilio. A partir deste estudo, foi elucidado que os individuos de T.
infestans que habitam o domicilio e/ou armazéns apresentam maior tamanho do
centroide do que os que habitam o peridomicilio. Schachter-Broide et al. (2009)
posteriormente realizaram uma comparagao do tamanho do centroide da asa e da
forma das mesmas, em relagdo a sazonalidade. O resultado obtido nessa segunda
parte do estudo foi a confirmagdo da existéncia desta correlacdo entre a
sazonalidade e o tamanho do centroide e/ou a forma da asa, ao passo que, por
exemplo, insetos coletados em estacdes diferentes, com 6 meses de diferenca,
diferiram menos na forma da asa, se comparado com insetos coletados na mesma

estacao (verao), com trés anos de diferenca.



3 Metodologia

A metodologia empregada neste trabalho segue uma sequéncia na qual
consiste da descri¢do da obtencéo dos espécimes utilizados (3.1); Separacao da
asa do torax, através da Dissecgéao (3.2); fixagdo da asa imersa em uma substancia
denominada Enthellan em uma Iamina histoldgica (3.3); obtengédo de imagens, das
asas fixadas, em Estereoscépio Optico (Olympus) acoplado a uma camera digital
(Mshot D50) (3.4); digitalizagao dos marcos anatémicos (Tipo |) nas imagens das
asas, seguindo uma ordem de 1 a 15, com o software TPSDig (3.5 e 3.6); métodos
matematicos em cima dos dados (coordenadas dos marcos anatdémicos) resultantes
da digitalizagcdo, utilizando o software TPSRel, para obtencdo de dados (Matrix
Peso, Tamanho do Centroide, Relative Warps, Partial Warps, etc) necessarios para
as analises estatisticas a seguir (3.6); utilizagado do software Morphod (v. 1.06d) para
o Método de Superimposi¢cao dos Quadrados Minimos de Procrustes (3.7), para a
Analise dos Componentes Principais (PCA) (3.8), para a Analise das Variaveis
Candnicas (CVA) (3.9), para a Analise Discriminante (AD) (3.10), para obtengao da
Distdncia de Mahalanobis (3.11) e para Regressdo de Alometria e permutagéo

(3.12); softwares utilizados no estudo para obtencao dos resultados (3.13).

3.1 Espécimes utilizados

De acordo com Lima (2016), a coleta dos tabanideos foi realizada com o
auxilio de armadilhas do tipo Malaise modificadas (modelo TOWNES, 1972 com as
modificagdes do frasco — coletor — para ver especificidades consultar TOWNES,
1972; BROWN, 2005). Contudo, estas coletas abrangeram a Planicie Costeira do
Rio Grande do Sul, em cinco regides. Estas regides sao: Regido 1 — Arroio Pelotas,

Arroio Corrientes e Arroio Grande; Regido 2 — Reserva Bioldgica do Lami, Vila
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Pacheca no Rio Camaqua e RPPN Barba Negra; Regido 3 — Estagao Ecoldgica do
TAIM; Regiao 4 — Litoral Norte; Regido 5 — Parque Nacional da Lagoa do Peixe
(Figura 1). Segundo Lima (2016) nos pontos de coleta foram instaladas total de 140
armadilhas Malaise, sendo 28 armadilhas por regido. As armadilhas ficaram
expostas durante oito dias.

O periodo total de coleta na Planicie Costeira foi compreendido de 27 de
outubro de 2011 a 12 de fevereiro de 2012. Todas as coletas foram realizadas com
as devidas autorizagbes dos Orgaos responsaveis pela manutengcdo das areas
naturais (Autorizagdo SISBIO n°: 29229-2). Ao final do periodo de coletas o material
obtido foi encaminhado para o Laboratério de Ecologia de Parasitos e Vetores, da

Universidade Federal de Pelotas, para acondicionamento e triagem.

Rio'Grande.do Sul

llacuarembo

Urugual"

(100816 earth

Figura 1 - Imagem de satélite com a distribuigdo geografica das areas amostrais, com 4 armadilhas
Malaise cada na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul. Pontos 1 = Regi&o 1; Pontos 2 = Regido 2;
Pontos 3 = Regido 3; Pontos 4 = Regido 4; Pontos 5 = Regido 5.

Fonte: Zafalon-Silva (2013)

A identificacdo dos espécimes utilizados neste trabalho, em nivel de espécie,
foi feita por Lima (2016).

Outros exemplares de T. occidentalis foram coletados em 2012 por Lima et al,
(2015) na Fazenda Encantada, Taquaragu, Palmas, Tocantins (TO). A metodologia
utilizada nas coletas destes espécimes, assim como a identificacdo dos mesmos

estdo descritas em Lima et al. (2015) (Figura 2).
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Figura 2 - Imagem de satélite do ponto de coleta na Fazenda Encantada. Taquaragu, Palmas,
Tocantins (TO).
Fonte: Google Maps

Por ultimo, os exemplares de Porto das Trombetas, Oximina, Para (PA), Brasil
foram coletados por Krolow (dados nao publicados) utilizando Armadilha Malaise.
Este meterial esta depositado colegao de Entomologia da Universidade Federal do
Tocantins (CEUFT) (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem de satélite do ponto de coleta no Porto de Trombetas, Oximina, Para (PA).
Fonte: Google Maps

Na tabela 2 a seguir esta discriminado a quantidade de espécimes, de T.

triangulum e T. occidentalis, utilizados de cada regido para o estudo.

Tabela 2 — Numero de espécimes utilizados por regido de coleta para as analises
morfométricas.

Regibes de coleta Numero de individuos por espécie
T. triangulum T. occidentalis

R1 (Arroio Pelotas, Arroio Corrientes e

. 204 5
Arroio Grande)
R2 (Reserva Bioldégica do Lami, Vila
Pacheca no Rio Camaqua e RPPN Barba 35 25
Negra)
R3 (Estagéo Ecologica do TAIM) 29 -
R5 (Parque Nacional da Lagoa do Peixe) 18 -
TO (Fazenda Encantada, Taquaracu, ) o8

Palmas, Tocantins)
PA (Porto das Trombetas, Oximina, Para) - 13
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3.2 Separagao entre asa e torax pela dissecgao

Primeiramente o animal foi disposto lateral ou dorsoventralmente na placa de
Petry com a asa de interesse estendida. Posteriormente foi realizado a localizagao
da articulagdo que tem como fungdo ligar a asa e o térax do tabanideo. Esta
articulacido esta situada na porcao final anterior da asa. Nesta articulacdo foi
necessario, primeiro, realizar uma inser¢gao com uma agulha histolégica, em seguida
foi feito um movimento de baixa intensidade de forca em um sentido horizontal, indo
na diregao do térax para a asa. Este movimento tem como finalidade realizar a
separacgao, definitiva, entre a asa e o térax do tabanideo. Em seguida feito a fixagao

da asa para fins de observagdo em estereoscépios ou microscopios.

3.3 Fixacao da asa

Para tal a asa do tabanideo de interesse foi imersa em Enthellan ou Balsamo,
evitando assim com que a estrutura acabe se deslocando. Para que a asa seja
fixada por definitivo na lamina, colocou-se uma laminula sobre esta asa imersa. Em
seguida a lamina com a asa fixada foi levada para dentro de uma estufa. Nesta
estufa, apds 3 a 5 dias, o Balsamo ou Enthellan irdo se tornar mais rigidos, gracas a
agao da alta temperatura, entre 60 e 80 graus célsius, sobre estes compostos. Ao
término de 3 a 5 dias, as laminas foram retiradas da estufa, colocadas para esfriar e,

por fim, guardadas em laminarios e identificadas.

3.4 Obtencao das imagens

Apos terminada a confecgdo das laminas, com as asas fixadas, elas foram
levadas ao estereoscopio Optico Olympus. Este estereoscopio apresenta uma
camera digital (Mshot D50), acoplada a sua estrutura, que é necessaria para a
realizacdo da obtencao das fotografias das asas fixadas nas laminas.

A partir das imagens obtidas, com a asa ilustrada, neste estereoscopio, foram
determinados os marcos anatdbmicos de interesse a ser analisado. Esta
determinacdo devera seguir o conceito descrito, a seguir, no tépico “Marcos

Anatdmicos”. Por fim, baseando-se nestes marcos anatdbmicos, realizou-se as
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medidas morfométricas. Este procedimento acerca das imagens foi realizado nas
asas de todos os tabanideos de interesse.

Neste estudo, as asas direitas foram escolhidas, pois estas estruturas
apresentam uma identificagcdo clara de marcos anatdbmicos homodlogos que sao
representados pelas veias e ou escleritos (MONTEIRO; REIS, 1999;
KLINGENBERG; MCLNTYRE, 1998). Outro motivo pelo qual as asas direitas sao
utilizadas é que assim, evita-se a pseudoreplicacao (GASPE et al., 2012). Além
disso, uma rede de venagbes compartimentaliza a asa contribuindo com um

conjunto de possiveis “outlines”, e com um numero de potenciais marcos anatoémico.

3.5 Uso de marcos anatomicos

Quando se quer testar a evidéncia de uma variagao fenotipica entre espécies
e localidades, correlacionando com a distribuicdo geografica das mesmas, usa-se
alguns procedimentos de Morfometria Geométrica descritos por Monteiro e Reis
(1999).

Na Morfometria Geométrica se mede uma estrutura baseando-se em uma
configuragdo de marcos anatémicos, sendo que cada um deles é disposto em um
plano Cartesiano, apresentando uma coordenada "xy" (MONTEIRO; REIS, 1999).

Dada uma matriz “p x k”, temos, que “p” séo os pontos na configuragao, e “k”
sao as dimensdées (MONTEIRO; REIS, 1999).

Neste estudo, os pontos “p” representam os marcos anatémicos das asas dos
tabanideos. Ja as dimensdes “k’, representam as dimensdes espaciais
apresentadas pela imagem da asa do tabanideo.

Neste estudo, as imagens das asas, apresentardo somente duas dimensodes
“k”, comprimento e largura, e 15 pontos “p”, ou seja, 15 marcos anatdbmicos. Estes
15 marcos anatoémicos serao dispostos em regides homdlogas das asas. Dentre
estas regides, temos os cruzamentos entre duas nervuras, ou “cross-veins”.

Os marcos anatdmicos escolhidos para este experimento serdo do Tipo |
(BOOKSTEIN, 1991), ao passo que, estes apresentam uma homologia mais clara, e
sao mais objetivos, além de garantir maior replicabilidade na analise e diminuir o

erro intra-operador durante a digitalizagao.
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3.6 Digitalizagdao dos marcos anatémicos e analises morfométricas

Primeiramente, as imagens das asas fotografadas no estereoscépio Olympus
foram abertas no software TPSDig. Em seguida através da ferramenta “Digitize
marcos anatdmicos”, foram digitalizados um total de 15 marcos anatémicos do tipo 1
(BOOKSTEIN, 1991), baseando-se no trabalho de A. Torres (ndo-publicado). Estes

marcos anatdmicos foram digitalizados seguindo uma ordem de 1 a 15 (Figura 4).

Figura 4 - Asa direita do tabanideo com os marcos anatdémicos digitalizados, em uma ordem de 1 a
15, com o software TPSDig.

Cada marco anatémico coincide com uma intersecgéo entre venagdes da asa.
Assim, temos 15 intersecg¢des que foram utilizadas neste trabalho, que estao listadas
na tabela 3. Segundo Rafael et al. (2012), as siglas e respectivas nomenclaturas
para as venagdes da asa de Diptera sdo: C (costal), Sc (subcostal), RA (radial
anterior), RP (radial posterior), RP1 (radial posterior 1), RP1A (radial posterior 1A),
RP1B (radial posterior 1B), RP2 (radial posterior 2), RP2A (radial posterior 2A),
RP2B (radial posterior 2B), MA (medial anterior), MA1 (medial anterior 1), MA2
(medial anterior 2), MP (medial posterior), MP1 (medial posterior 1), MP2 (medial
posterior 2), CuA1 (cubital anterior 1), CuA2 (cubital anterior 2), CuP (cubital

posterior), AA (anal anterior), AP (anal posterior).



34

Tabela 3 — Descricdo dos marcos anatdbmicos das asas dos espécimes das espécies
pertencentes ao género Tabanus, utilizados no trabalho.

Marcos Anatémicos Localizagdo na asa
1 intersecgdo entre veias Cu, M e RA
2 intersecgao entre veias RP e RP2
3 interseccao entre ramificagdes da veia M
4 interseccao entre veias C e RP1
5 interseccéao entre veias C e RP2A
6 interseccao entre veias RP2A e RP2B
7 extremidade da veia RP2B
8 extremidade da veia MA1
9 extremidade da veia MA2
10 intersecgéo entre ramificagdes da veia M e veia
MA2
11 extremidade da veia MP
12 extremidade da veia CuA
13 extremidade da veia CuA2 + AA
14 intersecgao entre veias AA e CuA2
15 Intersecgao entre veias CuP e CuA2

Utilizando a ferramenta “Set Scale”, no software TPSDig, uma escala de
0.001433 foi determinada para que todas as digitalizacgdes em todas as asas
estivessem padronizadas. O software TPSDig foi utilizado por sua facilidade de
manuseio, sem necessidade de alto conhecimento técnico, além de ter sido usado
em outros estudos.

Apos a digitalizacdo dos marcos anatémicos, arquivos “.TPS” foram gerados.
Nestes arquivos encontra-se informagdes acerca da digitalizagdo como: o numero
de marcos anatémicos (15); as coordenadas (X e Y) de cada marco anatémico, que
serviram como base para as analises estatisticas; o diretorio do arquivo da imagem
da asa fotografada, pois € necessario para que estes arquivos sejam encontrados
pelo proximo software a ser utilizado, o TPSRel; a escala preestabelecida, para que
todas as imagens estejam padronizadas

Os arquivos TPS, abertos pelo aplicativo “Bloco de Notas” do Windows,
sofreram alteracbes para que estes fosses posteriormente utilizados em outro
software, denominado TPSRel. Nestas alteracdes, os dados morfométricos de cada
digitalizagado, de cada asa, de cada individuo, foram compilados em um sé6 arquivo.

No entanto, foi feita uma divisdo destes arquivos pelas Regides citadas na
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metodologia de coleta, resultando assim em um arquivo para a Regiao 1 (R1), um

para a Regido 2 (R2), um para a Regido 3 (R3) e um para a Regido 4 (R4).
Posteriormente, foram criados mais dois arquivos para as localidades de T.
occidentalis das regides Parana (PA) e Tocantins (TO).

Além disso, foi feita a divisdo dos arquivos, de cada Regido, por espécie,
gerando um arquivo TPS para T. triangulum e um para T. occidentalis, ja que as
duas espécies foram coletadas naquele local. Todas estas alteragdes nos arquivos
TPS e reorganizagdes dos mesmos foram necessarias para que pudessem ser
utilizados corretamente no software TPSRel para os testes estatisticos.

No software TPSRel (Figura 3) foram abertos estes novos arquivos .TPS
citados anteriormente. Em seguida no TPSRel, foram utilizadas ferramentas dentro
deste software, como: a Consensus; os Partial Warps; e os Relative Warps, para
obter os respectivos dados morfométricos e estatisticos iniciais.

O TPSRel, também gerou um relatério, chamado “Report”, que mostra todos
os dados, por escrito, que foram gerados em cada analise realizada. Além destes
dados anteriormente citados, através da ferramenta “Save” no TPSRel, outros dados
foram obtidos, como, a matrix peso, o tamanho do centroide, a Relative Warp
Scores Matrix.

Posteriormente, todos esses dados gerados no TPSRel, como a matriz peso,
o Relative Warps Score Matrix, o Tamanho do Centroide, o consenso, o Principal
Warps, foram exportados para o Excel e organizados em planilhas. Estes dados se

utilizaram, posteriormente, nas analises estatisticas.

3.7 Método de Superimposi¢ao dos Quadrados Minimos de Procrustes

Primeiramente, antes de qualquer analise, foi feita uma Superimposicao de
Procrustes, no qual, o conjunto de coordenadas, ou seja, a forma, de cada asa sofre
uma rotacao, uma translagéo e uma uniformizagao da escala. Assim, € possivel
diminuir ao maximo a diferenca de medida da forma, ou seja, os valores da distancia
de Procrustes entre cada objeto, neste caso, cada asa. Portanto, todos os sets de

coordenadas ficam no mesmo tamanho, posi¢cao e orientagao.
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3.8 Anadlise dos Componentes Principais (PCA)

A Superimposicao de Procrustes, acompanhado de a Matriz de Covariancia,
serviram como base para a realizagao da Analise de Componentes Principais (PCA),
gue nao é exatamente uma analise estatistica, mas sim uma analise exploratoria dos
dados. Na PCA sao encontradas variaveis hipotéticas, ou componentes,
representando ao maximo a variagao nos dados multivariados (HARPER, 1999).
Estas novas variaveis sdo combinagdes lineares das variaveis originais. A PCA é
usada para que os dados sejam reduzidos a somente duas variaveis, os dois
primeiros componentes, para propositos de plotagem de graficos. A PCA encontra
os autovalores e os autovetores da matriz de varidncia-covariancia. Estes
autovalores dao a medida da variacdo representada pelos correspondentes
autovetores (componentes). Além disto, a percentagem da variagao representada
por estes componentes também é dada.

Ainda na PCA, é feita uma replicacao, neste caso 10.000, do bootstrap, no
qual os componentes bootstrapped sao reordenados e revertidos para aumentar a

correspondéncia com os eixos originais (PERES-NETO et al., 2003).

3.9 Analise das Variaveis Canodnicas (CVA)

Em seguida, foi feito uma Analise de Variaveis Candnicas usando como base
a matriz peso. Na CVA, ha uma descricdo das diferencas entre os grupos
especificados a priori em um conjunto de dados multivariados. Este método também
reduz a dimensionalidade dos dados, tentando obter combinagdes lineares das
caracteristicas originais correlacionadas denominadas variaveis canénicas, sendo
que a variagao entre essas variaveis seja zero, ou nula (KHATTREE; NAIK, 2000).

Portanto, esta analise foi realizada para a verificagdo da posigdo dos grupos
no espacgo multivariado decorrente das variaveis candnicas, assim como localizar e
descrever as deformacdes das asas (KHATTREE; NAIK, 2000).

Para a realizacado desta analise, foi utilizado o software MorphodJ versao 1.06d
(KLINGENBERG, 2010). Foram utilizados um total de 357 individuos para a analise
entre as duas espécies, T. triangulum e T. occidentalis. Ja para a analise entre as
localidades de T. triangulum, foram utilizados 286 individuos. Por ultimo, para a

analise entre as localidades de T. occidentalis, foram utilizados 71 individuos.
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3.10 Analise Discriminante

E uma andlise que busca fazer uma classificacdo das observacdes
desconhecidas, além de, na discriminagao de grupos, procurar quais as variaveis
apresentam uma maior importancia para tal discriminacgao.

Para esta analise, € necessario que os grupos ja estejam pré-estabelecidos e
conhecidos, e também que tenham sido feitas classificagdes corretas das
observagdes.

Na Analise Discriminante, para as comparacdes entre dois grupos, sejam
localidades de uma espécie ou duas espécies diferentes, foram calculadas as

distdncias Mahalanobis entre as duas médias multivariadas.

3.11 Distancia de Mahalanobis

Em estatistica, a Distancia de Mahalanobis é baseada nas correlagdes entre
variaveis com as quais distintos padrées podem ser identificados e analisados. E
uma estatistica util para determinar a similaridade entre uma amostra desconhecida
e uma conhecida.

Segundo Manly (2004 apud JARAMILLO et al., 2015), utiliza-se a valores da
distancia de Mahalanobis para uma classificagcdo jackknife e cross-validated, onde
aloca-se cada individuo em seu grupo mais proximo sem utiliza-lo a determinar o
centro do grupo. O estimador jackknife de um parametro é encontrado, deixando de
fora sistematicamente cada observagcdo a partir de um conjunto de dados e
calculando a estimativa e, em seguida, encontrando a média destes calculos.

Os dados em ambos os grupos a comparar deverao ter o mesmo numero de
variaveis, no entanto, ndo necessita 0 mesmo numero de elementos.

As distancias de Mahalanobis permitem observar ndo apenas as variagoes
(variancia), mas também a covaridncia. Outra vantagem de usar a medida de
Mahalanobis para discriminar € que as distancias sao calculadas em unidades de
desvio-padrao a partir da média do grupo, o que faz com que a elipse englobante
calculada formada a volta do cluster defina a zona de um desvio-padrao. Isto permite
ao analista atribuir uma probabilidade estatistica a essa medida. Em teoria, amostras
com valores da distancia de Mahalanobis de 3, sdo classificadas como n&o-

membros do grupo em causa. Contudo, as amostras com valores da disténcia de
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Mahalanobis de até 1, apresentam uma grande possibilidade de serem classificados
como membros do grupo em causa (MANLY, 2004; MAHALANOBIS, 1936).

3.12 Regresséao e Permutagao

Segundo Jaramillo et al. (2015), utiliza-se as estimativas de tamanho global
com a finalidade de avaliar as contribuicbes para a discriminagdo especifica,
baseadas na forma, ao passo que esta avaliagao é realizada utilizando-se uma
regressdo Multivariada da forma da asa no tamanho da asa. Ainda segundo
Jaramillo et al. (2015), a significancia estatistica desta regresséo é avaliada através
da utilizacdo de um procedimento matematico, denominado Permutagao. Neste caso
especifico, 0 numero de permutagdes necessarias para o teste da significancia é de

dez mil.

3.13 Softwares utilizados

Para a realizacdo da Analise Discriminante, da Analise das Variaveis
Candnicas (CVA) e da PCA, foram utilizados o software Morphod v 1.06d e o PAST
3.

O software MDShot D50 foi utilizado para realizar as marcagdes dos marcos
anatbmicos nas imagens das asas, e para realizar as medidas morfométricas

baseando-se nesses marcos anatdmicos.



4 Resultados

4.1 Analise de Componentes Principais (PCA) para variagao interespecifica e

intraespecifica de Tabanus triangulum e Tabanus occidentalis”.

Neste grafico (Figura 5A) é observado que a localidade de T. occidentalis da
regido do Para (PA) apresenta valores do Componente Principal 1 bem maiores do
que as localidades TO de T. occidentalis e R1, R2, R3, R6 de T. triangulum. Isto
sugere que a localidade de T. occidentalis da regido do Para, tem uma dire¢do de
variagao diferente das demais localidades assim como uma diferenga na forma da

asa.
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Figura 5A - Valores obtidos da Analise dos Componentes Principais (PCA) a partir da Matriz de Peso
relacionada a todos os 357 individuos do estudo. Eeixo X = Componente Principal 1 e; eixo Y =
Componente Principal 2. T. triangulum (pontos laranjas = R1, pontos verdes = R2, pontos azul escuro
= R3, pontos roxos = R5) e T. occidentalis (pontos vermelhos = PA, pontos rosa = TO, pontos verde
claro = R1 occidentalis, pontos azul claro = R2 occidentalis)

Observa-se na figura 5B, que dentro de T. triangulum nao se tem uma
diferencga significante (p<0,05) entre as localidades, quanto a forma da asa, ja que
todas as elipses estao proximamente agrupadas em um mesmo quadrante do plano
cartesiano. Portanto, €& possivel concluir que T. triangulum € uma espécie

homogénea.
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Figura 5B - Valores obtidos da Analise dos Componentes Principais (PCA) a partir da Weight Matrix
relacionada a todos os 357 individuos do estudo. Eixo X = Componente Principal 1 e; eixo Y =
Componente Principal 2. Localidades de T. triangulum (pontos vermelhos = R1, pontos verde claro =
R2, pontos azul claro = R3 e pontos azul escuro (R5)

Ja na Figura 5C é observado que somente a localidade de T. occidentalis da
regido do Para (PA) apresenta valores do Componente Principal 1 bem maiores do
que as outras localidades (R1, R2 e TO) de T. occidentalis. Sugerindo que
localidade de T. occidentalis do PA apresenta uma forma da asa bastante diferente

das demais analisadas.
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Figura 5C - Valores obtidos da Analise dos Componentes Principais (PCA) a partir da Weight Matrix.
Eixo X = Componente Principal 1 e; eixo Y = Componente Principal 2. Localidades de T. occidentalis.
Pontos vermelhos = PA, pontos verde claro = R1 occidentalis, pontos azul claro = R2 occidentalis e
pontos azul escuro = TO

Em seguida temos como resultado o diagrama de deformacao (Figura 6).
Neste grafico € possivel observar as diferengas de posicdo dos marcos anatémicos
das asas entre dois grupos comparados, além de ilustrar a deformagéo na forma da
asa que esta diferenca de posicéo causa.

Neste grafico (6A), observa-se que a mudanca na forma da asa, em relagao a
componente principal 1 (PC1) ocorre em todos os marcos anatdbmicos, com
diferentes intensidades e diregcdes. Essas mudancas sao observadas a partir da
comparagao da forma da asa entre a espécie T. triangulum e T. occidentalis. Dentre
estas mudancas (Figura 6A), temos os marcos anatébmicos 2, 3, e 15 que
apresentam uma variacdo na forma em dire¢cao a porgao anterior da asa, fazendo
com que esta regido da asa seja mais alongada. Ja os marcos anatémicos 7 e 8

demonstram uma deformacao na asa em direcdo a porg¢ao posterior apical, fazendo
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com que a asa se torne mais larga e abalonada nesta regidao. Os marcos anatémicos
9, 11 e 12 demonstram uma deformacao em direcdo a por¢ao posterior da asa e ao
mesmo tempo para o interior da asa, fazendo com que a asa se torne mais estreita
nesta regido (Figura 6A). Os marcos anatdmicos 10, 13 e 14 demonstram uma
deformagao em dire¢ao a porgao superior da asa, fazendo com que a asa seja mais

estreita (Figura 6A).

PC1

~pld \w
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Figura 6A - Diagrama de Deformacao derivado da PC1 entre T. triangulum e T. occidentalis; Os
vetores azuis representam as deformagdes da configuragdo de T. triangulumem relagdo a
configuracao de T. occidentalis e a grade clara representa as deformagdes nas asas de T. triangulum

No diagrama de deformacgao derivado do componente principal 1 (PC1) entre
as localidades de T. triangulum (Figura 6B), nota-se que os marcos anatémicos 1, 2
e 3 apresentam uma deformacao na forma com diregéo para a regido anterior da
asa. Ja os marcos anatomicos 4 e 5, apresentam uma deformacéao intensa com
direcdo para a base da asa, fazendo com que o apice da mesma se torne
pontiagudo (Figura 6B). O marco anatémico 6 tem uma deformag&o em diregdo ao
centro da asa. Os marcos anatémicos 9, 11 e 12 apresentam deformagao com
diregao para a regiao posterior da asa (Figura 6B). O marco anatémico 10 tem uma
deformagao com diregao para a regiao superior da asa (Figura 6B). Ja os marcos
anatdmicos 13 e 14, a deformacao esta com direcédo para o centro da asa, tornando
essa regiao inferior da asa mais curta, e a asa como um todo mais estreita (Figura
6B). Por fim, o marco anatdmico 15 deforma-se para a porgéo anterior da asa
(Figura 6B)
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Figura 6B - Diagrama de Deformacgao derivado da PC1 entre as localidades de T. triangulum. Os
vetores azuis representam as deformagdes da configuragdo das localidades de T. triangulum com a
configuracao consenso da espécie e a grade clara presenta a deformagao na asa de T. triangulum.

Na Figura 6C, nota-se uma grande deformacg&o da asa na regido dos marcos
anatémicos 4 e 5 com dire¢ao para regiao anterosuperior da asa, 7 com diregéo
para o apice da asa, 8 com diregcao para regiao inferior da asa e o 10 com direcao

para regiao central da asa.

PCA1

15
g \10

it T

all

Figura 6C - Diagrama de Deformacéo derivado da PC1 entre as localidades de T. occidentalis. Os
vetores azuis representam as deformagdes da configuragédo das localidades de T. occidentalis com a
configuragao consenso da espécie e a grade clara presenta a deformagao na asa de T. occidentalis.
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4.2 Analise da Regressao entre T. occidentalis e T. triangulum e entre suas

respectivas localidades

Na Andlise da Regresséo e Alometria, a variavel dependente € a coordenada
de Procrustes que vai de 1 a 30, e a variavel independente € o log do tamanho do
centroide. Os resultados obtidos onde temos a relagao entre estas duas variaveis
estdo ilustrados na figura 7. Com estes dados, constata-se que n&o existe uma
alometria na variacdo da forma da asa quando comparadas as espécies T.
triangulum e T. occidentalis, ou seja, esta variacao € isométrica. Esta isometria
demonstra que todas as variagbes em todos os marcos anatdmicos seguem uma
proporgao entre si. Temos como resultado os valores da analise de regressao, onde
séo relacionados o log do tamanho do centroide com a coordenada de Procrustes 1
(Procoord 1) (Figura 7B e 7C) e relacionados log do tamanho do centroide e valor da
regressao 1 (RS1) (Figura 7A) gerando um plano cartesiano onde estao localizados
os individuos de cada localidade, de cada espécie.

Na figura 7A, nota-se de forma mais ampla que T. triangulum e T. occidentalis
no geral tem suas localidades proximas entre si (p<0,05) posicionando-se no
quadrante superior direito com valores positivos no Log do tamanho do centroideo
(eixo X) e no valor da regressao 1 (RS1) (eixo Y) do plano cartesiano. Ainda na
Figura 7A, tem como excecgéao a localidade do Para que esta distante de todas as
demais localidades analisadas, localizando-se no quadrante inferior esquerdo com

valores negativos tanto para o eixo X quanto para o eixo Y.
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Figura 7A - Valores da Regressao e Alometria, no qual Log do Tamanho do Centroide e Valores de
Regresséo 1 sdo relacionados. Eixo X = Log do Tamanho do Centroide e Eixo Y = Valores da
Regresséo 1, T. occidentalis PA = Vermelho, T. occidentalis R1 = Verde Musgo, T. occidentalis R2 =
Azul Claro, T. Triangulum R2 = Verde Claro, T. triangulum R3 = Azul Escuro, T. triangulum R5 =
Roxo, T. occidentalis TO = Rosa. Elipses de Igual Frequéncia (Probabilidade 0,95).

De uma forma mais especifica, analisando as espécies separadamente, de
acordo com o log do tamanho do centroide, T. triangulum é uma espécie, no geral,
homogénea, apresentando diferengas significativas somente entre R1 e R5, e R2 e
R5 (Figura 7B).

0,401 R
R1
0,30 1
5]
Bl . R —— ———
w s S et
= 0,20 = . . A
- v . R - ~
= e . & I o L \
o NS * s A s ¥y ."' % & . K * yZ |
s, . T L be*a . - )
O o 2 . = Ty e s 2R ™
{ —_— . " e
] | P — -
\ . ///
0,00 A =N -
01

-%,505 -n‘énn -0,1‘195 -0,:190 -D‘«;Eﬂ -DA‘ED -0,:1?5 -OA‘TO
ProcCoord1

Figura 7B - Valores da Regressao e Alometria, no qual Log do Tamanho do Centroide e Valores de

Regresséao 1 séo relacionados. Eixo X = Procoord 1. Eixo Y = Log do Tamanho do Centroide, R1 =

vermelho, R2 = verde, R3 = azul e R5 = roxo. Elipses de Igual Frequéncia (Probabilidade 0,95).

Ja no caso de T. occidentalis percebe-se que a localidade do PA esta distante

das demais no grafico (Figura 7C). Isto mostra que PA é uma localidade
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completamente diferente das demais quanto a forma da asa. Ambos os dados

corroborando com a figura 7A.

Log Centroid Size
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ProcCoord1
Figura 7C - Valores da Regresséo e Alometria, no qual Log do Tamanho do Centroide e Valores de
Regresséao 1 séo relacionados. Eixo X = Procoord 1, Eixo Y = Log do Tamanho do Centroide,
Tocantins = Roxo, R1 occidentalis = Verde, PA = Vermelho, R2 occidentalis = Azul. Elipses de Igual
Frequéncia (Probabilidade 0,95).

Ainda na Anadlise da Regressdo e Alometria, temos o diagrama de
deformagao que demonstra a mudanca na forma da asa entre T. triangulum e T.

occidentalis, considerando o log do tamanho do centroide (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de deformagdo resultante da Andlise de Regressdo e Alometria entre T.
triangulum e T. occidentalis, levando em consideragéo o log do tamanho do centroide. Os vetores

azuis representam as deformacgdes da configuragédo de T. friangulum em relagdo a configuracao de T.
occidentalis, e a grade azul representa as deformagdes na asa de T. triangulum.



48

4.3 Analise da Variavel Candnica (CVA) entre T. triangulum e T. occidentalis

Foi feita uma analise da variacao entre T. triangulum e T. occidentalis, e entre
suas respectivas localidades, com escala a partir do inverso da variagéo dentro do
grupo. O resultado obtido esta ilustrado a seguir (Tabela 4). Observa-se que a
variavel canénica 1 (CV1) apresenta um Autovalor de 1,606.

A CVA entre as localidades de T. triangulum (Tabela 4), forneceu 3 variaveis
nas quais a CV1 explica 69,9%, a CV2 explica 22,2% e a CV3 explica 7,9% da
variagao entre as localidades de T. triangulum.

Ja entre as localidades de T. occidentalis (Tabela 4), foram fornecidas 3
CVAs, nas quais a CV1 explica mais de 85%, a CV2 explica 11,8% e a CV3 explica

2.9% da variacao dentro de T. occidentalis.

Tabela 4 — Analise de Variaveis Candnicas em T. triangulum e T. occidentalis,
interespecificamente e intraespecificamente

Variavel Autovalores % Variancia % Acumulada
Candnica
T. triangulum — CV1 1,606 100,0 100,0
T. occidentalis
T. triangulum - CV1 0,67424864 69,859 69,859
R1.R2 Rye cv2 0,21448565 22,223 92,081
Cv3 0,07642890 7,919 100,000
T. occidentalis CcVv1 27,35450866 85,204 85,204
~RT R, TOe Ccv2 3,79129769 11,809 97,014
Cv3 0,95877866 2,986 100,000

Ja o valor da distancia de Mahalanobis entre os grupos T. triangulum e T.
occidentalis, ¢ de 3,1663 (Tabela 5). Pelo fato de o valor da distancia de
Mahalanobis ser maior que 3 (trés), T. triangulum e T. occidentalis podem ser
consideradas estatisticamente diferentes entre si, quando comparada a forma da
asa.

O valor da distdncia de Procrustes entre os grupos T. triangulum e T.
occidentalis é de 0,0169 (Tabela 5). Com este dado, observa-se também que as
duas espécies podem ser consideradas diferentes, ja que o valor da distancia de
Procrustes € maior que 0,01

Ainda na CVA, sdo obtidos os valores da distdncia de Mahalanobis entre os
grupos (R1, R2, R3 e R5) de T. triangulum (Tabela 5).
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Isto sugere que, de acordo com esse teste, a localidade R1 € discriminada de
R5, pois a distancia de Mahalanobis tem um valor maior que 3. Ja nos outros casos,
nao sao observados valores de Mahalanobis maiores que 3, mantendo as
localidades destas comparagdes estatisticamente semelhantes entre si.

Ja o valor da distancia de Procrustes entre os grupos também foi obtida na
CVA (Tabela 5). Esses valores da distdncia de Procrustes corroboram com os
valores da distancia de Mahalanobis, mostrando que somente R1 e R5 podem ser
considerados diferentes entre si.

Ainda na CVA, sdo obtidos os valores da distdncia de Mahalanobis entre os
grupos de T. occidentalis (Tabela 5). Além disso, temos os valores de significancia
para os testes de permutacdo (1000 permutagdes) para as distancias de
Mahalanobis entre os grupos (Tabela 5). Os valores de significancia sao <0,0001
para valores da distancia de Mahalanobis, em todas as comparagbes entre as
localidades.

Isto sugere que, de acordo com esse teste, todas as localidades s&o
diferentes entre si quanto a forma da asa, pois a distancia de Mahalanobis tem um
valor maior que 3. A maior diferenga observada foi a da localidade de PA em relagao
a todas as outras, apresentando valores de distancia de Mahalanobis maiores que
10.

Ainda assim, os valores de significAncia mostram que provavelmente todas as
localidades sao significativamente diferentes entre si, por apresentarem valores
abaixo de 0,0001.

Ja o valor da distancia de Procrustes entre os grupos também foi obtida na
CVA (Tabela 5). Além disso temos os valores de significancia para os testes de
permutacao (1000 permutacdes) para as distancias de Procrustess entre os grupos
(Tabela 5).

Os valores de significancia para as comparacgodes entre as duas espécies, e

entre as localidades de T. triangulum nao foram gerados pelo Morphod.
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Tabela 5 — Distancia Mahalanobis e Procrustes Distances, e seus respectivos p-
valores, da Analise de Variaveis Candnicas entre T. triangulum e T. occidentalis, e
suas localidades.

Andlise de Comparacoes Distancia p-valores Distancia de p-valores
Variaveis Mahalanobis Procrustes
Candnicas 1 tongulume  3,1663 0,0169
T. occidentalis
R1x R2 1,4460 0,0045
R1 x R3 1,8077 0,0070
T. trianguium R1 x R5 1,4465 0,0109
R2 x R3 3,0333 0,0050
R2 x R5 2,8660 0,0099
R3 x R5 2,1868 0,0071
R1 occid - PA 12,7626 <0,0001 0,0415 0,0003
R2 occid - PA 13,6285 <0,0001 0,0443 <0,0001
R2 occid — R1 4,6322 <0,0001 0,0123 0,0604
T. occidentalis occid
TO-PA 13,1107 <0,0001 0,0409 <0,0001
TO - R1 occid 6,4249 <0,0001 0,0204 <0,0001
TO - R2 occid 3,9171 <0,0001 0,0128 <0,0001

Ja os valores das variaveis canénicas, sao ilustrados a seguir nas Figuras 9A,
9B e 9C.

Na figura 9A esta ilustrado a relag&o entre a varivavel canénica 1 com a
frequéncia (numero de individuos), entre T. triangulum e T. occidentalis. Observou-
se que na grande maioria dos individuos, T. occidentalis e T. triangulum sao
claramente discriminadas entre si, mesmo com uma pequena por¢ao dos individuos

se sobrepondo (Figura 9A).
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Figura 9A - Valores da Varidvel Canénica entre T. triangulum e T. occidentalis: eixo X = Variavel
Canébnica 1; eixo Y = Frequéncia; Barras Vermelhas = T. friangulum; Barras Azuis = T. occidentalis

Ja os valores das variaveis canbnicas entre as localidades de T. triangulum é
ilustrado a seguir (Figura 9B). Neste grafico esta ilustrado a relagao entre a varivavel
candnica 1 e a variavel candnica 2, entre grupos (R1, R2, R3 e R5) de T. triangulum.
Se comparado ao dos valores de PC, nota-se que as elipses das localidades nao
ficam agrupadas, apresentando diferencas maiores entre as mesmas (p<0,05). Os
individuos da localidade R5 encontram-se na direita do plano cartesiano,
apresentando valores da CV1 entre 1 e 3,9, com a elipse alongada verticalmente em
relacdgo a CV2 (p<0,05). Ja os individuos da localidade R3 encontram-se entre
valores da CV1 de 0,9 e 3, e entre valores da CV2 de -2,5 e 2, com um outlier com
valor 4 (p<0,05). A Elipse de R3 bem alongada em relagdo a CV2, e mais estreita
em relagdo a CV1 (p<0,05). Em seguida, os individuos da localidade R2 encontram-
se dispostos no centro do grafico, mas com sua elipse alongada diagonalmente em
dire¢do aos valores mais altos de CV1 e CV2 (p<0,05). Por fim, os individuos da R1
encontram-se mais ao centro do grafico, com valores da CV1 entre -1 e 3 e valores
da CV2 entre -2,4 e 3. A elipse de R1 esta centralizada no grafico (p<0,05) (Figura
9B).
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Figura 9B - Valores da Variavel Candnica entre localidades de T. triangulum: eixo X = Variavel
Canbnica 1; eixo Y = Variavel Canénica 2; Vermelho =R1; Verde = R2; Azul = R3; Roxo = R5

Por fim, os valores da CV entre as localidades de T. occidentséo
ilustrados na Figura 9C. Nota-se, na Figura 9C, mais uma vez que todas as
localidades sao diferentes entre si, com pequenas por¢cdes das elipses se
sobrepondo. Uma excegao na sobreposi¢ao das elipses é a da regido PA, que se
dispoe bem distante das demais no plano cartesiano, com valores da CV1 bem

maiores, entre 9 e 12, que as demais localidades de T. occidentalis (Figura 9C).
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Figura 9C - Valores da Variavel Candnica entre as localidades de T. occidentalis: eixo X = Variavel
Canbnica 1; eixo Y = Variavel Canonica 2; Vermelho = PA; Verde = R1occidenalis; Azul = R2
occidentalis; Roxo = TO (C).

O grafico do diagrama de deformacgao, devirado da CV1 é ilustrado na Figura
10A, onde demonstra as mudangas na forma da asa, através da visualizagao dos
marcos anatémicos, em relagao a variavel canénica 1 (CV1). Nota-se de acordo com
este grafico, que as deformagdes nos marcos anatdbmicos da asa, comparando T.
occidentalis e T. triangulum, apresentam uma diregao contraria e menor intensidade
quando comparado ao grafico diagrama de deformagéo da PCA (Figura 10A). Ainda
no grafico diagrama de deformagéo da CVA, é observado que a deformagao de

maior intensidade ocorre na regido postero-inferior da asa (Figura 10A).
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Figura 10A - Diagramas de Deformacéo derivados da CV1, mudanca na forma da asa: entre T.
triangulum e T. occidentalis, considerando a posi¢gdo dos marcos anatémicos, em relacdo a CV1. Os
vetores azuis representam as deformacgdes entre as configuragdes dos grupos comparados.

O grafico do diagrama de deformacao derivado da CV1 entre as localidades
de T. triangulum é ilustrado na Figura 10B. Neste grafico o Diagrama de deformacéo
derivado da CV1, nota-se que comparado com o grafico do PC diagrama
deformacao derivado da PC1, as deformacgdes sao de menor intensidade, quase
nula, e as dire¢des destas deformagdes também sao diferentes, em alguns casos
até opostas. Isto indica que de acordo com a CVA, relacionando a CV1, que poucos
marcos anatémicos (1, 2, 3, 4, 10 e 11) apresentam uma grande deformacéo (Figura
10B).
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Figura 10B - Diagramas de Deformagé&o derivados da CV1, mudanca na forma da asa entre as
localidades de T. triangulum. Os vetores azuis representam as deformagdes entre as configuragdes
dos grupos comparados.
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Entre as localidades de T. occidentalis, em relagao a variavel candnica 1
(CV1) (Figura 10C). De acordo com a Figura 10C as maiores diferencas na forma da
asa, analisando a posi¢cao de cada marco anatdmico, estdo localizadas nos marcos
anatdmicos 4, com dire¢ao para a regiao superior da asa, 7 com diregao para regiao
posterior da asa, 8 com dire¢ao para a regiao inferior da asa e no 10, com diregao

para a regiao central da asa.
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Figura 10C - Diagramas de Deformacgao derivados da CV1, mudanca na forma da asa entre as
localidades de T. occidentalis. Os vetores azuis representam as deformagdes entre as configuragdes
dos grupos comparados.

4.4 Analise Discrimante entre T. triangulum e T. occidentalis e dentro das

mesmas, entre suas localidades.

Nesta analise, foram obtidos alguns resultados relacionados a discriminagao
entre T. triangulum e T. occidentalis (Tabela 6), entre as localidades de T. triangulum
(Tabela 7) e entre as localidades de T. occidentalis (Tabela 8). Um resultado é a
diferenca entre médias, no qual temos os valores da distancia de Procrustes, da
distancia de Mahalanobis, do t-quadrado, do nivel de significancia (paramétrico).
Outro resultado apresentado nesta analise € o do nivel de significancia para testes
de permutagao (10.000 permutacdes) da distancia de Procrustes, e do valor de t-
quadrado.

As espécies T. triangulum e T. occidentalis apresentam formas distintas
(Procrustes = 0,169; Mahalanobis = 3,166; T-Quadrado = 570,25; P<0,0001) (Tabela
6).
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Tabela 6 - Diferenca entre médias de T. triangulum e T. occidentalis.
P-valor para

1000 P-valor para

Distancia de Distancia P-valor . 1000
. T-Quadrado e permutacoes: .
Procrustes Mahalanobis (paramétrico) Distancia de permutagodes:
T-Quadrado

Procrustes
T. triangulum

- T. 0,1693121 3,1663 570,25 <0,0001 <0,0001 <0,0001

occidentalis

As comparagdes que nao apresentam distincdo na forma sdo R1-R2
(Procrustes = de 0,0045; Mahalanobis aproximadamente = 1,50; T-Quadrado =
66,43; P=0,0007), R1-R3 (Procrustes =0,0070; Mahalanobis = 1,82; T-Quadrado =
84,28; P<0,0001), R2-R3 (Procrustes = 0,005; Mahalanobis = 1,59; T-Quadrado =
40,3168; P=0,5757), e R3-R5 (Procrustes = 0,007; Mahalanobis = 2,66; T-Quadrado
=78,4; P=0,2532) (Tabela 7).

Ja as comparagbes que apresentam distincdo na forma sao R1-R5
(Procrustes = 0,0109; Mahalanobis = 3,22; T-Quadrado = 171,5304 P<0,0001), e
R2-R5 (Procrustes = 0,01; Mahalanobis = 3,41; T-Quadrado = 137,8207; P=0,0069)
(Tabela 7).

Tabela 7 - Diferenca entre médias das localidades de T. triangulum.
P-valor para

1000 P-valor para
Distancia de Distancia . 1000
. T-Quadrado P-valor permutacoes: .
Procrustes Mahalanobis Cn permutacoes:
Distancia de
T-Quadrado
Procrustes
R1-R2 0,00449870 1,4912 66,4351 0,0007 0,2090 <0,0001
R1-R3 0,00704342 1,8219 84,2818 <0,0001 0,0050 <0,0001
R1-R5 0,01090089 3,2203 171,5304 <0,0001 <0,0001 <0,0001
R2 - R3 0,00500599 1,5944 40,3168 0,5757 0,6560 0,5780
R2 - R5 0,00993243 3,4051 137,8207 0,0069 0,0130 0,0080
R3 - R5 0,00710540 2,6567 78,3902 0,2532 0,2300 0,2180

Segundo a tabela 8, todas as comparacgdes apresentam distingao na forma da
asa, a entre PA e R1 occidentalis (Procrustes = 0,041; Mahalanobis = 16,46; T-
Quadrado = 978,54; P=0,3840), a entre PA e R2 occidentalis (Procrustes = 0,005;
Mahalanobis = 15,89; T-Quadrado = 2183,774; P<0,0001), a entre PA e TO
(Procrustes = 0,409; Mahalanobis = 17,91; T-Quadrado = 2847,12; P<0,0001), a
entre R1 occidentalis e R2 occidentalis (Procrustes = 0,012; Mahalanobis =8,71; T-
Quadrado = 316,42; P=0,4771), a entre R1 occidentalis e TO (Procrustes = 0,204;
Mahalanobis = 11,41; T-Quadrado = 552,77; P=0,0422), e a entre R2 occidentalis e
TO (Procrustes = 0,013; Mahalanobis =4,52; T-Quadrado = 269,906; P<0,0001)
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Tabela 8 - Diferenca entre médias das localidades de T. occidentalis.
Parametros Analisados na Analise Discriminante

P-valor para P-valor para
1000 1000

Comparacoes Distancia de Dlstanma. T-Quadrado P-valor permutagoes: permutagdes:
Procrustes Mahalanobis A
Distancia de T-Quadrado
Procrustes

PA - R1 occid 0,04145426 16,4615 978,5451 0,3840 <.0001 <.0001

PA — R2 occid 0,04425090 15,9792 2183,7739, <.0001 <.0001 <.0001

PA-TO 0,04086596 17,9079 2847,1171 <.0001 <.0001 <.0001

R1 occid — R2 0,01234490 8,7144 316,4188 0,4771 0,0560 0,4770
occid

R1 occid —TO 0,02043658 11,4147 552,7697 0,0422 <.0001 0,0470

R2 occid —= TO 0,01279142 4,5206 269,9064 <.0001 <.0001 <.0001

A Analise Discriminante também gera matrizes que compara um par de
grupos mostrando a taxa de reclassificagao entre os mesmos. Estes dados sao entre
T. triangulum e T. occidentalis, (Tabela 9) entre as localidades de T. triangulum
(Tabela 10) e entre as localidades de T. occidentalis (Tabela 11). Valores acima de
85% de reclassificagao serao considerados suficientes para constatar uma distingéo

entre os grupos comparados.

Tabela 9 - Matriz da classificacdo na validagao cruzada entre T. triangulum (Grupo
1) e T. occidentalis (Grupo 2). Numero de individuos (n) a esquerda na célula;
porcentagem de individuos (%) a direita na célula.

Grupo 1 - Grupo 1 Grupo 1 - Grupo 2 Grupo 2 - Grupo 1 Grupo 2 - Grupo 2
Cross-validation 264 (92.3%) 22 (7.7%) 9 (12.7%) 62 (87.3%)

Estes resultados desta andlise (Tabela 9), demonstram que mais uma vez, T.
triangulum e T. occidentalis podem ser diferenciadas entre si, gragas a morfometria
geomeétrica. Isto porque a taxa de reclassificagdo de um grupo para ele mesmo é
muitas vezes maior do ele ser reclassificado para o outro grupo

Estes resultados da tabela 10 demonstram que a reclassificacdo de R1 para
R2 foi baixa (27%), no entanto o contrario foi alto (51.4%). Ja de R1 para R3 temos
um valor baixo (23%) assim como o contrario (38%) (Tabela 10). No caso de R1
para R5 a reclassificacéo foi muito baixa (8%) e o contrario também (11%) (Tabela
10). Quanto a reclassificagédo de R2 para R3, nota-se um valor (51.4%) bem proximo
da comparagdo contraria (58.6%) (Tabela 10). J& entre R2 e R5 nota-se uma
reclassificacéo baixa (28.6%), sendo o contrario um pouco mais alto (38.9%) (Tabela
10). Por fim, a reclassificacdo de R3 para R5 (48.2%) é bem proximo da

reclassificacéo contraria (44.4%) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Matriz da classificacdo na validagao cruzada entre as localidades de T.
triangulum. Numero de individuos (n) a esquerda na célula; porcentagem
individuos (%) a direita na célula.

Grupo 1 - Grupo 1 - Total Grupo 2 - Grupo 2 -

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Total

T. triangulum
R1 (G1) — R2 149 (73%) 55 (27%) 204 (100%) 18 (51.4%) 17 (48.6%) 35 (100%)
(G2)

T.  triangulum
R1 (G1) — R3 157 (77%) 47 (23%) 204 (100%) 11 (38%) 18 (62%) 29 (100%)
(G2)

T. triangulum
R1 (G1) — R5 188 (92%) 16 (8%) 204 (100%) 2 (11.1%) 16 (88.9%) 18 (100%)
(G2)

T. triangulum
R2 (G1) — R3 17 (48.6%) 18 (61.4%) 35 (100%) 17 (68.6%) 12 (41.4%) 29 (100%)
(G2)

T.  triangulum
R2 (G1) — R5 25(71.4%) 10 (28.6%) 35 (100%) 7(38.9%) 11(61.1.%) 18 (100%)
(G2)

T. triangulum
R3 (G1) - R5 15(51.8%) 14 (48.2%) 29 (100%) 8 (44.4%) 10 (55.6%) 18 (100%)
(G2)

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2
Ja na tabela 11, a comparacgao entre PA e R1 occidentalis mostra que a

reclassificagcdo de uma para a outra tem valor 0 (zero). Isso também ocorre para a
comparacgao entre PA e R2 occidentalis e para a comparagao entre PA e TO (Tabela
11).

Ja na reclassificacdo de R1 occidentalis para R2 occidentalis, temos um valor

alto (80%), ja o contrario é de somente 36% (Tabela 11).

Tabela 11 — Matriz da classificagao na validacio cruzada entre as localidades de T.
occidentalis. Numero de individuos (n) a esquerda na célula; porcentagem
individuos (%) a direita na célula.

Grupo1- Grupo 1 - Total Grupo 2- Grupo 2 -

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Total

T. occidentalis
PA (G1) - R1 (G2)

T. occidentalis
PA (G1) - R2 (G2)

T. occidentalis o o o o 28
PA (G1) - TO (G2) 13 (100%) 0(0%) 13 (100%) 0 (0%) (100%)

T. occidentalis
R1(G1) - R2 (G2)

T. occidentalis
R1(G1)-TO (G2)

T. occidentalis 21 (84%) 4 (16%) 25 (100% 4 (14%) 24 (86%) 28 (100%

13 (100%)  0(0%) 13 (100%)  0(0%) 5 (100% 5 (100%)

13 (100%)  0(0%) 13 (100%)  1(4%) 24 (96%) 25 (100%)
28 (100%)
1(20%)  4(80%) 5(100%) 9 (36%) 16 (64%) 25 (100%)

3(60%)  2(40%) 5(100%) 5(18%) 23 (92%) 28 (100%)

de

de



59

Grupo1- Grupo 1- Total Grupo 2 - Grupo 2 -

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Total

R2 (G1)-TO (G2)
G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2

4.4.1 Diagrama de Deformacao resultante da Analise Discriminante entre T.

triangulum e T. occidentalis

O diagrama de deformacao entre T. triangulum e T. occidentalis, obtida como

resultado da Analise Discriminante esta ilustrado a seguir (Figura 11).

Triang -- occid
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Figura 11 - Diagrama de Deformacgao derivado da Analise Discrminante resultante da comparagao

entre T. triangulum e T. occidentalis. Os vetores azuis representam as deformacgdes da configuragédo

de T. triangulum em relagdo a configuracdo de T. occidentalis e a grade clara representa as
deformacdes nas asas de T. triangulum.

Neste caso, diferente do que foi observado na PCA e na CVA, a deformacgao
na forma da asa quase ndo existe, quando comparadas Triangulum e T.
occidentalis entre si. Observa-se somente pequenas mudangas em alguns marcos
anatdémicos (2, 5, 6, 7, 10 e 11) (Figura 11).

4.4.2 Diagrama de Deformacao resultante da Analise Discriminante entre as

localidades de T. triangulum e entre as localidades de T. occidentalis

Neste grafico acima (Figura 12A), nota-se que nao existe uma diferenca na

forma da asa de R1 e R2, considerando a posi¢gao dos marcos anatémicos. Este
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grafico corrobora com os valores anteriores da distancia de Mahalanobis e valores

da distancia de Procrustes
R1-- R2
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Figura 12A - Diagrama de Deformacao resultante da Analise Discriminante entre R1 e R2. Os vetores
azuis representam as deformagdes da primeira configuragdo (R1) em relagdo a segunda configuragao
(R2) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragdo (R1).

Nota-se também, na Figura 12B, que R1 e R3 realmente ndo apresentam
diferengcas entre si, quanto a forma da asa, analisando a posicdo dos marcos

anatdomicos de cada.
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Figura 12B - Diagrama de Deformacao resultante da Andlise Discriminante R1 e R3. Os vetores azuis
representam as deformagbes da primeira configuragdo (R1) em relagéo a segunda configuragdo (R3)
e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragédo (R1).

Apesar de os valores da distancia de Mahalanobis ser acima de 3 entre R1 e
R5, o grafico diagrama de deformacgdo (figura 12C) ndo demonstra quaisquer

diferengas na posicao dos marcos anatémicos entre essas duas localidades.
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Figura 12C - Diagrama de Deformagao resultante da Analise Discriminante entre R1 e R5. Os vetores
azuis representam as deformagdes da primeira configuragao (R1) em relagéo a segunda configuragao
(R5) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragéo (R1).

Ja na Figura 12D, observa-se que realmente R2 e R3 ndo apresentam

diferengas quanto a forma da asa, analisando a posi¢ao dos marcos anatémicos.
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Figura 12D - Diagrama de Deformagéo resultante da Analise Discriminante R2 e R3. Os vetores azuis
representam as deformagbes da primeira configuragdo (R2) em relagédo a segunda configuragdo (R3)
e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragédo (R2).

Em seguida, na Figura 12E, nota-se uma contraposicdo aos valores da
distancia de Mahalanobis que foi maior que 3, caracterizando que as localidades R2
e R5 sao diferentes entre si. Esta contraposig¢ao esta no fato de, de acordo com o
grafico anterior, ndo existir diferengas entre as duas localidades quanto a forma da
asa (12E).
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Figura 12E - Diagrama de Deformacéo resultante da Analise Discriminante entre R2 e R5. Os vetores
azuis representam as deformagdes da primeira configuragdo (R2) em relagdo a segunda configuragao
(R5) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragédo (R2).

Por fim, nota-se na Figura 12F que ndo ha uma diferenga expressiva na forma

da asa entre R3 e R5.
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Figura 12F - Diagrama de Deformacao resultante da Andlise Discriminante entre R3 e R5. Os vetores
azuis representam as deformacgdes da primeira configuragdo (R3) em relacdo a segunda configuracao
(R5) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da primeira configuragéo (R3).

Na Figura 13A, comparacdo entre PA e R1 occidentalis, nota-se que as
maiores deformagdes ocorrem na regido dos marcos anatdémicos 4 e 5 com diregéo
para o apice posterior da asa, 7 e 8 com diregdes opostas entre si, e 0 10 com

diregao para a regiao central mais inferior da asa.
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Figura 13A - Diagrama de Deformagdo resultante da Analise Discriminante entre PA e R1
occidentalis. Os vetores azuis representam as deformacdes da primeira configuragédo (PA) em relagao

a segunda configuracdo (R1 occidentalis) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da
primeira configuragao (PA).

Nota-se na Figura 13B, que as maiores deformagdes na forma da asa entre
PA e R2 occidentalis estdo nos marcos anatémicos 4, 7, 8 e 10. O marco anatdémico
4 tem uma deformagao com direcio para o apice da asa. Ja o marco anatdomico 7, a
deformacgao € em diregao para regido anterior da asa (13B). O marco anatémico 8
tem deformacao com direcéo para o apice da asa. Por fim, o marco anatémico 10
tem uma deformagao com diregao para a regiao inferior da asa (13B).
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Figura 13B - Diagrama de Deformacdo resultante da Andlise Discriminante entre PA e R2
occidentalis. Os vetores azuis representam as deformagdes da primeira configuragao (PA) em relagao

a segunda configuragdo (R2 occidentalis) e a grade clara representa as deformagbes nas asas da
primeira configuragao (PA).

Na Figura 13C, observa-se que ha uma diferenca na forma da asa entre PA e

TO. As principais deformagdes estdo sendo causadas pelas diferengas nos marcos
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anatémicos 4 com uma deformagao com diregao para o apice da asa, o 7 com uma
deformagao com diregédo para a regiao anterior da asa, o 8 com uma deformacéo
com direcao para o apice superior da asa, o 10 com uma deformagao com diregcao
para a porcao inferior da asa, o 12 com uma deformagao com diregao para a regiao
anterior da asa, e por fim 0 13 com uma deformagéao com diregao para a regido

anterior da asa (13C).

PA-TO

A

a’

Pkl {

ol

~i2

Figura 13C - Diagrama de Deformacao resultante da Analise Discriminante entre PA e TO. Os vetores
azuis representam as deformacgdes da primeira configuracdo (PA) em relagdo a segunda configuragdo
(TO) e a grade clara representa as deformagbes nas asas da primeira configuragao (PA).

De acordo com a Figura 13D, nao é observado uma variagao na forma da asa
entre R1 occidentalis e R2 occidentalis suficieente para que estas populagdes sejam
consideradas diferentes entre si. O uUnico marco anatbmico que apresenta uma
variagdo, mesmo que branda, é o 10 com diregao para a regiao posterior da asa
(13D).
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Figura 13D - Diagrama de Deformacao resultante da Andlise Discriminante entre R1 occidentalis e R2
occidentalis. Os vetores azuis representam as deformacdes da primeira configuragdo (R1
occidentalis) em relagdo a segunda configuragdo (R2 occidentalis) e a grade clara representa as
deformacgdes nas asas da primeira configuracédo (R1 occidentalis).

z

Na Figura 13E, grafico da diagrama de deformag&o, é evidenciado
pequena diferenca na forma da asa entre R1 occidentalis e TO. Os unicos marcos
anatbmicos que apresentam alguma deformagao sédo o 7, 10, 11, 12, 13 e 14, mas
de baixa intensidade (13E).
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Figura 13E - Diagrama de Deformacéo resultante da Analise Discriminante entre R1 occidentalis e
TO. Os vetores azuis representam as deformacgdes da primeira configuragao (R1 occidentalis) em
relagdo a segunda configuragédo (TO) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da
primeira configuragéo (R1 occidentalis).

Na Figura 13F, observa-se a inexisténcia de uma diferenga na forma da asa

entre R2 occidentalis e TO.

uma
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Figura 13F - Diagrama de Deformacéo resultante da Analise Discriminante entre R2 occidentalis e
TO. Os vetores azuis representam as deformagdes da primeira configuragdo (R2 occidentalis) em
relagdo a segunda configuragédo (TO) e a grade clara representa as deformagdes nas asas da

primeira configuragao (R2 occidentalis).

4.4.3 Valores da Validagao Cruzada resultante da Analise Discriminante entre
T. triangulum e T. occidentalis (Figura 14), entre localidades de T. triangulum

(Figura 15 e entre localidades de T. occidentalis (Figura 16)

Por fim, os valores da validagao cruzada, resultantes da Analise Discriminante
entre T. triangulum e T. occidentalis esta ilustrado a seguir (Figura 14),
complementando os dados anteriores, provando também que as duas espécies

apresentam morfologia das asas diferentes entre si.

2457
Triang

Frequency

-18 —1‘2 ‘EI -6 I3 IU 3 4

Triang -- occid
Figura 14 - Gréfico ilustrando valores da validag&o cruzada entre T. triangulum e T. occidentalis: eixo
X = T. triangulum e T. occidentalis; eixo Y = Frequéncia; Barras Vermelhas = T. triangulum; Barras
Azuis = T. occidentalis.
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No grafico (figura 15A) comprova que R1 e R2 sdo semelhantes entre si

quanto a forma da asa.
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R1-—-R2
Figura 15A - Valores da Validacdo Cruzada entre R1 e R2: Barras Vermelhas = R1, Barras Azuis =
R2. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

Ja nesta Figura 15B a sobreposi¢do das colunas das localidades R1 e R3

aumenta, diminuindo ainda mais a diferenga entre as duas.
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Figura 15B - Valores da Validagdo Cruzada entre R1 e R3: Barras Vermelhas = R1, Barras Azuis =
R3. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

Windows

Na figura 15C na validagéo cruzada, algumas colunas da localidade R1 se

sobrepdem com as da R5, mas ainda assim, nota-se a diferenciagédo entre as duas

localidades.
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Figura 15C - Valores da Validagédo Cruzada entre R1 e R5: Barras Vermelhas = R1, Barras Azuis =

R5. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

Ja na Figura 15D nota-se uma maior sobreposi¢cdo das colunas das duas

localidades, maximizando o resultado de que R2 e R3 sao semelhantes entre si.
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R2 -- R3 ﬁ Windows ’
Figura 15D - Valores da Validagédo Cruzada entre R2 e R3: Barras Vermelhas = R2, Barras Azuis =
R3. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.
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A figura 15E mostra uma grande sobreposi¢cdo entre as colunas das

localidades R2 e R5, diminuindo a diferenciagao entre elas.
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Figura 15E - Valores da Validagdo Cruzada entre R2 e R5: Barras Vermelhas = R2, Barras Azuis =
R5. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

Finalmente, A Figura 15F, mostra uma grande sobreposicdo das duas

localidades R3 e R5 entre si, praticamente anulando a diferenga entre as duas.
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Figura 15F - Valores da Validagédo Cruzada entre R3 e R5: Barras Vermelhas = R3, Barras Azuis =
R5. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.
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Os graficos que ilustram os valores da validagao cruzada entre as localidades

de T. occidentalis sao apresentados a seguir nas figuras 16A, 16B, 16C, 16D, 16E e

16F.
Na Figura 16A, observa-se que mesmo com a validagao cruzada PA e R1

occidentalis sao diferentes entre si, sem nenhuma sobreposi¢cao de colunas entre

elas.



70

Frequency
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Figura 16A - Valores da Validagao Cruzada entre PA e R1 occidentalis. Barras Vermelhas = PA,
Barras Azuis = R1 occidentalis. Eixo X = Unidades de Valores da Validagdo Cruzadae eixoY =

Frequéncia.

Ja na figura 16B nota-se que PA e R2 occidentalis sao ainda consideradas

diferentes entre si, sendo que as colunas também nao se sobrepdem.
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PA -- R2 Occidentais
Figura 16B - Valores da Validagao Cruzada entre PA e R2 occidentalis. Barras Vermelhas = PA,
Barras Azuis = R2 occidentalis. Eixo X = Unidades de Valores da Validagdo Cruzada e eixoY =
Frequéncia.

Na Figura 16C, observa-se que PA e TO se mantém diferentes uma da outra,

sem nenhuma sobreposig¢ao de colunas.
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Figura 16C - Valores da Validagédo Cruzada entre PA e TO. Barras Vermelhas = PA, Barras Azuis =
TO. Eixo X = Unidades de Valores da Validagao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.
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Na Figura 16D ¢é evidenciado um resultado completamente diferente,

mostrando que R1 occidentalis e R2 occidentalis sado muito semelhantes, com

sobreposi¢ao quase que total das colunas das duas localidades.

R1 Occidentais
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Frequency

I;1 Occidentais - R2 Occideﬁtais
Figura 16D - Valores da Validacdo Cruzada entre R1 occidentalie R2 occidentalis. Barras
Vermelhas = R1 occidentalis, Barras Azuis = R2 occidentalis. Eixo X = Unidades de Valores da

Validacdo Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

0
-12000 -9000

Na figura 16E, é possivel observar que alguns individuos de R1 occidentalis

se sobrepdem com os de TO.



72

(E) R Occidentais

Frequency

L .

-400 -200 0 200

R1 Occidentais -- TO
Figura 16E - Valores da Validagdo Cruzada entre R1 occidentalis e TO. Eixo X = Unidades de Valores
da Validagéo Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

Por fim, na figura 16F, observa-se uma maior sobreposig¢ao dos individuos de

R2 occidentalis com os de TO.

(F) R2 Occidentais

Frequency

0

-4 0 i 20 40

0 -2
R2 Occidentais - TO

Figura 16F - Valores da Validagdo Cruzada entre R2 occidentalis e TO. Eixo X = Unidades de Valores
da Validagéao Cruzada e eixo Y = Frequéncia.

400



5 Discussao

A utilizacdo da morfometria geométrica nas asas do lado direito dos
individuos de T. triangulum e T. occidentalis gerou resultados que evidenciaram
alguns aspectos em relagdo a estas duas espécies.

Foi possivel comprovar que ocorre a discriminacgao interespecifica entre T.
triangulum e T. occidentalis através da analise da forma da asa. Os dados que
suportam essa conclusao sao o valor da distancia de Mahalanobis entre as duas
espécies, sendo maior que 3, os graficos dos valores da validagao cruzada, assim
como a tabela de reclassificagdo entre as duas espécies. Esta ultima mostrou que a
reclassificacdo de um grupo para o outro € baixa, ja a de um grupo para ele mesmo
€ alta, comprovando a diferenca.

Outros trabalhos de taxonomia através da morfometria geométrica
encontraram resultados semelhantes a este estudo, como, por exemplo, o de Calle
et al. (2008) ao discriminar onze espécies do subgénero Anopheles (Nyssorhyncus)
presentes na Colédmbia; de Lorenz et al. (2012) ao discriminar trés espécies do
género Anopheles, An. cruzii, An. homunculus e An. bellator; de Perre et al. (2014)
ao discriminar trés espécies de Anastrepha fraterculus, com sucesso, usando o
aculeo e da asa como objeto de estudo; e de Manting et al. (2015), que constatou
uma variacao dentro das espécies de Odontomachus quanto a forma da mandibula.

Quando as localidades de T. triangulum foram comparadas entre si, quanto a
forma da asa, R5 mostrou-se diferente tanto de R1 quanto de R2, gracas a analise
da Distdncia de Mahalanobis entre esses grupos. Os graficos de valores da
validagao cruzada, somente comprovaram a diferenca entre R1 e R5. Mesmo tendo
sido evidenciado essas diferencgas entre R1 e R2 com R5, ndo foram constatadas,
gracas ao grafico diagrama de deformacado, diferencas na posicdo dos marcos

anatdmicos entre essas localidades.
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Dentre as demais comparagcdes como R1/R2, R2/R3, R3/R5 e R1/R3, néo
foram evidenciados valores estatisticos suficientes para que pudessem ser
considerados diferentes entre si, quanto a forma da asa.

A distancia geografica entre as localidades R1 e R5, de T. triangulum ¢é a
maior, se comparada as outras distancias entre as outras localidades (R2-R3 e R3-
R5). Ja a distancia entre R2 e R5 € a segunda maior. Isto poderia explicar a maior
diferenciacao na forma da asa entre essas duas localidades (R1 € R5) e uma menor
mas ainda significante entre R2 e R5. Semelhante a isso, Gaspe et al. (2012),
encontraram a evidéncia de uma correlagao positiva entre os valores da distancia de
Mahalanobis e a distribuicdo geografica de diferentes localidades de Triatoma
infestans. Localidades separadas por mais de 4 kildbmetros de distancia,
apresentaram um valor da distancia de Mahalanobis significativamente diferente
entre elas, ao passo que as localidades separadas por menos de 4 kildbmetros de
distancia, apresentaram distancias de Mahalanobis similares.

Quando analisada a espécie T. occidentalis intraespecificamente, foi
constatado que todas as localidades R1 occidentalis, R2 occidentalis, TO e PA,
apresentavam entre si valores da distancia de Mahalanobis acima de 3, chegando
até valores altos como 16 entre PA e R2 occidentalis, 17 entre PA e TO e 16,5 entre
PA e R1 occidentalis. Portanto, nenhuma localidade poderia ser considerada igual a
outra, e sim todas diferentes uma das outras. Outros resultados como valores da
validagao cruzada ajudaram a evidenciar essa diferenga entre as localidades.

Em especial, tanto no grafico dos valores de PC, da PCA, e quanto no grafico
dos valores das variaveis candnicas, da CVA, a localidade PA de T. occidentalis
apareceu bem distante de todas as demais localidades com valores discrepantes.
Talvez esta localidade seja uma variagao diferente de T. occidentalis, ou talvez seja
outra espécie.

Vale notar que, apesar de a localidade do estado do Tocantins (TO) ser muito
distante geograficamente das localidades do Rio Grade do Sul, R1 occidentalis e R2
occidentalis, os valores de Mahalanobis nao foram tdo altos quantos aos da
comparagao desta mesma localidade do Tocantins (TO) com a localidade do Para
(PA), que sao geograficamente mais proximas entre si. Um dado semelhante foi
encontrado em Motoki et al. (2012) que constaram que o grau de diferenciagcao entre
as localidades de An. darlingi foram menores do que o esperado para uma espécie

com larga distribuicdo geogréafica.
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Ja outras possiveis explicagdes para estes dados da diferenciagdo na forma
da asa entre localidades da mesma espécie estariam nos fatores ambientais, na
localidade e no habito alimentar destas localidades.

Quanto aos fatores ambientais, Schachter-Broide et al. (2009) constataram
que a variacao do tamanho da asa entre localidades de T. infestans (Hemiptera:
Reduviidae) s&o relacionadas as variagdes sazonais, no qual a diferenciagao da
forma da asa é relacionada ao tempo entre as coletas de cada localidade, sugerindo
que a forma é mais afetada pela genética e o tamanho da asa é mais afetado pelos
fatores ambientais. Ainda segundo Schachter-Broide et al. (2009) confirmaram a
correlagédo entre a sazonalidade e o tamanho do centroide (CS) e/ou a forma da
asa, ao passo que, por exemplo, insetos coletados em estagdes diferentes, com 6
meses de diferenga, diferiram menos na forma da asa, se comparado com insetos
coletados na mesma estagao (veréo), com 3 anos de diferenga.

Quanto ao habito alimentar, Gaspe et al. (2012), constatou que localidades de
machos de T. infestans habitantes de domicilios, apresentaram tamanhos corporais
e alares menores do que 0os machos habitantes das regides peridomicilares, sendo
tanto lugares fechados ou ao ar livre. No entanto, contrario a Gaspe et al (2012),
Schachter-Broide et al. (2009), ao fazer a comparag¢ao do tamanho do centroide
(CS) da asa direita constatou que os individuos de T. infestans que habitam o
domicilio e/ou armazéns apresentam maior CS do que os que habitam o
peridomicilio.

Ja quanto a localidade, Schachter-Broide et al. (2004) ao explorar a variagao
do tamanho, forma, ou a combinagcdo deste dois fatores em diferentes niveis
espaciais: uma vila, um ecotope, e sites de coleta individuais, constatou que o
tamanho da asa diferiu entre os ecotopes, mas nao entre as vilas; e a forma da asa

divergiu ao comparar vilas com ecotopes.



6 Conclusoes

Neste trabalho foi elucidado que T. triangulum e T. occidentalis séo distintas
entre si quanto a forma da asa direita. Ja quanto a analise intraespecifica, dentro de
T. triangulum, as localidades R1 e R5 foram consideradas significativamente
distintas entre si, e as localidades R2 e RS também. Finalmente, dentro de T.
occidentalis, todas as localidades PA, R1 occidentalis, R2 occidentalis e TO, sdo

distintas entre si quanto a forma da asa.



7 Consideragoes finais

Portanto, a Morfometria Geométrica € uma técnica que pode ser utilizada com
sucesso na discriminagcado interespecifica dentro de Tabanus spp. (Diptera:
Tabanidae), assim como na discriminagdo intraespecifica duas espécies deste
género, T. triangulum e T. occidentalis.

Além disto, esta técnica se mostrou rapida, relativamente barata, sendo o
material mais caro o Estereoscdpio Optico acoplado a uma camera digital, e simples,
com pouca necessidade de conhecimento técnico especifico para realizar a
metodologia.

A Morfometria Geométrica também se mostrou muito robusta

estatisticamente, apresentando resultados com grande significancia (p<0,0001).
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